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Einleitung 1
1 Einleitung 
1.1 Die Rolle des Endothels in der Atherosklerose 
1.1.1 Funktionen des Endothels 
Das Endothel trennt als innerste, Gefäß-auskleidende Schicht den Intravasalraum von den 
tieferen Wandschichten der Gefäße. Mit einer geschätzten Größe von bis zu 700 m² und 
einem Gewicht von 1 bis 1,5 kg (bezogen auf einen Menschen von 70 kg Körpergewicht) 
(Wolinsky, 1980; Cryer, 1983) ist dieser einschichtige Verband platter, polygonaler Zellen 
einer der größten und funktionell vielfältigsten Gewebekomplexe des Menschen 
(Thorgeirsson and Robertson, Jr., 1978).  
Als direkte Barriere zwischen Blut und Gewebe werden je nach Lokalisation sehr 
verschiedene Ansprüche an das Endothel als entscheidenden Regulator des 
Stoffaustausches zwischen diesen Kompartimenten gestellt. Beispielhaft seien die bereits für 
kleinste Moleküle impermeablen Kapillaren der Blut-Hirn-Schranke im Vergleich mit den für 
Blutplasma frei permeablen sinusoiden diskontinuierlichen Kapillaren des Leberparenchyms 
genannt (Abboud, 1981; Lüllmann-Rauch, 2006). Das Endothel stellt einen essentiellen 
Regulator der lokalen Gefäßhomoöstase dar: Eigenständige metabolische Funktionen des 
Endothels umfassen die Aktivierung bzw. Inaktivierung von Hormonen und vasoaktiven 
Substanzen sowie die Teilnahme an Lipid- und anderen Stoffwechselwegen (Wurzinger, 
2005). Weiterhin beeinflussen vom Gefäßendothel parakrin sezernierte vasoaktive 
Autakoide, wie z.B. Stickstoffmonoxid, Prostazyklin, Endothelin-1 und Urotensin II, den 
lokalen Gefäßtonus und damit auch den Blutdruck maßgeblich (Lüscher and Barton, 1997; 
Brandes and Busse, 2011).  Vielfältige verschiedenste endothelial synthetisierte Metabolite 
wie beispielsweise der von Willebrand-Faktor, Prostazyklin, Thrombomodulin, 
Plasminogenaktivatoren sowie Plasminogeninhibitoren modulieren die Blutgerinnung über 
ihre Thrombozyten-aktivierende oder -inhibierende, sowie thrombogene oder fibrinolytische 
Wirkung grundlegend (Smith et al., 1980; Jaffe, 1987).  
Weitere wichtige Funktionen lassen sich dem Endothel im Bereich der Immunologie 
zuschreiben. Hier sei nur beispielhaft die Endothelaktivierung mit anschließender 
Leukozytenadhäsion und Transmigration durch die veränderte Oberflächenexpression von 
Adhäsionsmolekülen im Rahmen der Entzündungsreaktion genannt (Bevilacqua and 
Gimbrone, Jr., 1987; Bevilacqua et al., 1987). Ein seit langem diskutierter Gegenstand der 
Forschungsarbeit ist die entscheidende Rolle endothelialer Zellen während der Initiierung der 
Angiogenese unter physiologischen, aber auch pathophysiologischen Bedingungen 
(D'Amore and Thompson, 1987). 
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1.1.2 Endotheldysfunktion und die atherosklerotische Plaque 
Die Atherosklerose ist als Hauptursache kardiovaskulärer Krankheiten laut Definition der 
WHO eine variable Kombination von Veränderungen der Intima von Arterien, die auf der 
Akkumulation von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutprodukten, sowie 
Bindegewebe und Kalkablagerungen beruht, und mit Veränderungen der Media assoziiert ist 
(WHO Study Group on the Classification of Atherosclerotic Lesions and World Health 
Organization, 1958).  
Kardiovaskuläre Krankheiten sind jährlich für über 4 Millionen Todesfälle in ganz Europa und 
damit für 47% aller Todesfälle verantwortlich (Nichols et al., 2012). Die durch 
kardiovaskuläre Krankheiten wie Schlaganfall und koronare Herzkrankheit verursachten 
Kosten in der EU werden auf ca. 196 Billionen Euro pro Jahr geschätzt. Davon können 54 % 
den direkten Kosten des Gesundheitssystems und 24 % Produktivitätsverlusten durch 
Arbeitsausfall zugeschrieben werden (Leal et al., 2012).  
Auch weltweit stellten kardiovaskuläre Krankheiten laut WHO mit absolut ca. 17,7 Millionen 
Todesfällen bzw. mit 45 % aller nichtübertragbaren Krankheiten im Jahre 2015 die häufigste 
Todesursache dar. Dabei wird angenommen, dass v.a. behaviorale Faktoren wie 
Tabakkonsum, physische Inaktivität und ungesunde Ernährung für bis zu 80% der Fälle 
koronarer Herzkrankheit und zerebrovaskulärer Erkrankungen verantwortlich sind (World 
Health Organization, 2011; World Health Organization, 2017). 
Die Vorstellung über die Pathogenese der Atherosklerose wandelte sich über Jahrzehnte 
wissenschaftlicher Diskussion hin zum Modell eines v.a. chronisch-entzündlichen und 
fibroproliferativen Prozesses als Reaktion auf eine Schädigung von Endothel und glatten 
Muskelzellen (Response-to-injury Hypothese) (Ross and Glomset, 1973; Ross, 1999). 
Das Endothel stellt in seiner physiologischen Funktion einen Inhibitor proatherogener 
Prozesse wie z.B. der Proliferation und Migration glatter Muskelzellen, der 
Thrombozytenaggregation, der Oxidation von LDL, der Monozyten- und Thrombozyten-
adhäsion und der Synthese inflammatorischer Zytokine dar (Shimokawa, 1999). Vor allem 
durch seine anatomische Position ist das Gefäßendothel ein primäres Ziel von durch 
Dyslipidämie, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Nikotinabusus und anderen Faktoren 
verursachten Schädigungen (Taylor et al., 1989; Vanhoutte, 1989). Diese resultieren über 
verschiedenste Mechanismen in einer endothelialen Dysfunktion, welche als ein 
entscheidender Schritt der Atherogenese angesehen wird (Ross, 1993). 
Folgen dieser Fehlfunktion sind Veränderungen der Permeabilität des Endothels mit einer 
vermehrten subendothelialen Ablagerung von Lipoproteinen und anderen 
Plasmabestandteilen (v.a. LDL-Cholesterin) in der Arterienwand (Rosenfeld et al., 1990). 
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Unter chemischer Modifikation kommt es zur Bildung von zytotoxisch und pro-
inflammatorisch wirksamen oxidiertem LDL (Palinski et al., 1989; Tabas, 1999). 
Hierdurch wird einerseits eine veränderte Oberflächenexpression von Adhäsionsmolekülen 
der Endothelzellen wie z.B. P-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 hervorgerufen. Andererseits 
kommt es zu einer verstärkten Ausschüttung verschiedenster Chemokine. Diese 
Veränderungen resultieren in einer Adhäsion von v.a. Monozyten und T-Lymphozyten (siehe 
Abb. 1.1 A), an die sich eine durch den chemotaktischen Gradienten vermittelte Migration 
(Abb. 1.1 B) dieser in die Intima anschließt (Mestas and Ley, 2008).  
Im inflammatorischen Milieu (vermittelt durch beispielsweise Macrophage colony-stimulating 
factor, Tumor necrosis factor α, Interleukin-1) der Arterienwand reifen die eingewanderten 
Monozyten zu Makrophagen aus und internalisieren über Scavenger-Rezeptoren das 
subendothelial akkumulierte chemisch modifizierte oxLDL (Geng et al., 1995), durch dessen 
intrazelluläre Ansammlung sie zu so genannten Schaumzellen werden (Abb. 1.1 C). Unter 
der Aktivierung der Makrophagen und Lymphozyten kommt es zur weiteren Freisetzung von 
hydrolytischen Enzymen, Zyto- und Chemokinen und Wachstumsfaktoren (Ross, 1999). Dies 
unterhält die entzündliche Reaktion in der Gefäßwand (vgl. Abb. 1.1 D), initiiert die Migration 
glatter Muskelzellen aus der Media in die Intima sowie deren Proliferation (Abb. 1.1 E) und 
führt zu einer  gesteigerten Synthese von Bestandteilen extrazellulärer Matrix wie z.B. 
Kollagen, Elastin und Proteoglykanen (Ross and Glomset, 1973; Libby, 2000). Es kommt zur 
Ausbildung der so genannten fibrösen Kappe, mit deren Größenwachstum es zur 
zunehmenden Stenosierung des Lumens des betroffenen Gefäßes kommt (Falk, 1992). 
Klinisch entspricht diese stabile, also nicht rupturgefährdete, Plaque am ehesten einer 
relativen Koronarinsuffizienz bei stabiler Angina pectoris.  
Unter dem Untergang von Makrophagen und glatten Muskelzellen kommt es zu einer 
Ansammlung von extrazellulär lokalisierten Lipiden und Zelldetritus als nekrotischen Kern. 
Weiterhin können die VEGF-vermittelte Ausbildung von Mikrogefäßen sowie die entzündlich 
bedingte Ausdünnung der fibrösen Kappe beschrieben werden. Diese Prozesse führen zur 
Ausbildung einer vulnerablen Plaque, bei deren Ruptur es zur Thrombusbildung (siehe Abb. 
1.1 F) und nachfolgendem Gefäßverschluss kommen kann (Stefanadis et al., 2003). Klinisch 
entspricht diese Plaqueruptur mit Lumenverlegung z.B. einem akuten Myokardinfarkt oder 
dem apoplektischen Insult. 
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Abb. 1.1 Pathogenese der atherosklerotischen Plaque A) Über eine endotheliale Dysfunktion 
kommt es zur Permeabilitätsänderung mit der subendothelialen Ablagerung von LDL. Chemisch 
modifiziertes LDL ruft eine Aktivierung und veränderte Genexpression des Endothels hervor, 
infolgedessen es zur Leukozytenadhäsion kommt. B) Migrierte Monozyten reifen in der Gefäßwand zu 
Makrophagen und phagozytieren akkumuliertes LDL. C) Die aktivierten und mit Lipiden beladenen so 
genannten Schaumzellen sezernieren pro-inflammatorische Faktoren, die einerseits D) die 
Immunantwort verstärken und andererseits E) glatte Muskelzellen zur Migration in die Intima, zur 
Proliferation und Sekretion extrazellulärer Matrix anregen. F) In der weiteren Entwicklung kommt es 
zum Untergang der Schaumzellen mit der Freisetzung von Fetten, der Bildung von 
Cholesterinkristallen und Neovaskularisationen, sowie der Ausdünnung der fibrösen Kappe. Rupturiert 
diese, kommt es zur Thrombusbildung an der Läsion. (entnommen aus Funk and Orr, 2013) 
1.1.3 Endothelregeneration nach Gefäßverletzung und Stentimplantation 
Die erste perkutane Intervention zur Therapie einer atherosklerotisch bedingten 
Gefäßstenose wurde im Jahre 1964 von Dotter und Judkins beschrieben (Dotter and 
Judkins, 1964). Wenige Jahre später führte Andreas Grüntzig die erste koronare 
Ballonangioplastie durch (Gruntzig, 1978; Juliard et al., 1987). Innerhalb des darauf 
folgenden Jahrzehntes, in den 80-er Jahren des zwanzigsten Jahrhunderts, kam es unter 
intensiver Forschungsarbeit zur Entwicklung der Stents (Sigwart et al., 1987; Gunther et al., 
1989), die alsbald auf Grund des besseren klinischen und angiografischen Outcomes die 
alleinige Ballondilatation arterieller Gefäße weitgehend ablösten und eine anerkannte 
Behandlungsstrategie darstellten (Serruys et al., 1994).  
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In den Mittelpunkt der Forschung trat nunmehr das Problem der In-Stent-Restenose, welche 
entweder klinisch als Wiederauftreten einer Angina pectoris sowie den objektiven Nachweis 
myokardialer Ischämie oder aber angiografisch über den Nachweis der Einengung des 
Gefäßdurchmessers über 50 % definiert wird (Kibos et al., 2007). Unter dem Aspekt der 
Verhinderung der neointimalen Hyperplasie als einen wichtigen Faktor der Restenose kam 
es zum Einsatz antiproliferativer Substanzen (Axel et al., 1997; Goueffic et al., 2007) in so 
genannten Drug-eluting Stents (DES). Deren Einsatz reduzierte die Notwendigkeit 
perkutaner Revaskularisationen und koronararterieller Bypässe signifikant (Indolfi et al., 
2005), jedoch sind die Restenose, insbesondere aber deren Pathogenese, die Rolle des 
Endothels und neue therapeutische Ansatzpunkte noch immer Gegenstand aktueller 
wissenschaftlicher Diskussion:  
Die akute (bis 24 h) und frühe (bis 30 Tage) Stentthrombose stellen eher akute 
Schädigungsreaktionen nach Gefäßinterventionen dar, die v.a. durch die mechanische 
Verletzung wichtiger anatomisch-struktureller Barrieren, verschiedenste Stent-Eigenschaften, 
inadäquate Blutplättchen-Inhibition, prothrombotische Risikofaktoren der Patienten und die 
lokale Entzündungsreaktion verursacht werden.  
Die späte (bis 1 Jahr) und sehr späte (nach über 1 Jahr) Stentthrombose umfassen sowohl 
eine verzögerte Reendothelialisierung, eine gestörte Endothelfunktion und die Inhibition 
vaskulärer Reparaturvorgänge, als auch die Migration und Proliferation glatter Muskelzellen 
durch Mitogene sowie die Ablagerung extrazellulärer Matrix, die so genannte neointimale 
Hyperplasie (Kibos et al., 2007; Inoue et al., 2011).  
Neben der nachgewiesenen Inhibition der Proliferation glatter Muskelzellen und der 
Ausbildung einer Neointima (Sousa et al., 2001) scheinen Drug-eluting Stents aber auch 
Auswirkungen auf das Endothel, einem zentralen antiinflammatorischen und 
koagulationshemmenden Regulator, zu haben. Hierbei gibt es histologische Hinweise auf 
eine verzögerte und inkomplette Reendothelialisierung mit einem chronisch-entzündlichen 
Zellinfiltrat, der Ablagerung von Fibrin und der Aktivierung von Thrombozyten (Joner et al., 
2006; Nakazawa et al., 2008). Dabei stehen vor allem die gestörte Funktion und Integrität 
des Endothels mit herabgesetzter Stickstoffmonoxidproduktion und gestörter Vasorelaxation, 
geringer Expression antithrombotischer Moleküle sowie herabgesetzter Barrierefunktion 
durch schlecht ausgebildete interzelluläre Kontakte im Vordergrund. Im Zusammenhang mit 
Stent-induzierten Scherkräften resultieren diese in einem zu höchst thrombogenen und 
inflammatorischen Milieu, welches aktuell als eine der Hauptursachen der späten bzw. sehr 
späten Stent-Thrombose angesehen wird (Fuke et al., 2007; Otsuka et al., 2012). 
Aktuelle wissenschaftliche Arbeiten mit ersten tierexperimentellen Versuchen erreichten über 
physisches Training nach Ballonangioplastie bereits eine komplette Regeneration des 
Endothels mit normaler Charakteristik und Funktion. Dadurch konnten sowohl die 
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Neointimaformation nach Ballonangioplastie und Stentimplantation verhindert, als auch eine 
veränderte Aktivität der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthetase (eNOS), eine reduzierte 
Thrombozytenaggregation und erhöhte Blutflüsse nach einer perkutanen Intervention mit 
Stenteinlage festgestellt werden (Curcio et al., 2011).  
Letztlich ist der Prozess der Reendothelialisierung trotz intensiver Forschungsarbeit noch 
nicht vollends verstanden. Aktuelle Forschungsansätze stellen v.a. die schnelle 
Wiedererlangung einer physiologischen Endothelfunktion z.B. mittels biodegenerativer 
Stentmaterialien, der Weiterentwicklung der enthaltenen wirksamen Substanzen im Sinne 
einer erhöhten therapeutischen Breite und Stent-basierten Lösungen dar (Sorop et al., 
2006). Andere Entwicklungen in der Stenttechnologie umfassen z.B. Versuche, über VEGF 
eine Akzeleration der Reendothelialisierung zu erreichen (Walter et al., 2004) oder über 
Antikörper und Peptide zirkulierende endotheliale Progenitorzellen zum vaskulären 
Reparaturprozess zu binden (Blindt et al., 2006; Lim et al., 2011). 
1.2 Die Migration von Endothelzellen 
Die Migration, die aktive Ortsveränderung (Lokomotion), von Endothelzellen stellt einen 
wichtigen Prozess im vaskulären Remodelling und der Gefäßregeneration, wie z.B. der 
embryonalen Vaskulogenese, der Angiogenese und der Reendothelialisierung nach 
angioplastischen Eingriffen und Bypass-Operationen, dar (Li et al., 2005). Aber auch in 
modernen biotechnologischen Anwendungen,  beispielsweise dem so genannten tissue 
engineering, nimmt sie vor allem bei der zellulären Besiedlung von Biomaterialien  eine 
vornehmliche Rolle ein (Griffith and Naughton, 2002).  
Der Prozess der Migration umfasst das dynamische und koordinierte Zusammenspiel der 
von der extrazellulären Matrix abhängigen Faktoren und intrazellulär abhängigen 
Regulatoren, wie z.B. der Signaltransduktion, der zytoskelettalen Organisation, der 
Zellkontraktilität, -polarität, -morphologie und der Zelladhäsion (Doyle et al., 2013). 
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Abb. 1.2 Schematische Darstellung der wichtigsten Teilaspekte der Migration Nach Polarisation 
der Zelle erfolgt die Protrusion der Membran durch Aktin-Polymerisation an der Führungslamelle. Über 
fokale Adhäsionen wird eine Stabilisierung und Verankerung dieser an der extrazellulären Matrix 
erreicht. Die Myosin-vermittelte Kontraktion führt in Kombination mit der Lösung der Adhäsionen am 
hinteren Zellpol zur gerichteten Bewegung der Zelle. (entnommen aus Mitchison and Cramer, 1996) 
Die wichtigsten Aspekte der Zellmigration sind: 
1) Polarisierung: Für eine gerichtete Bewegung ist die Ausbildung einer funktionellen 
Trennung zwischen Lauffront (Vorderteil) und dem hinteren Zellpol notwendig. Äußere 
chemo-, hapto- oder mechanotaktische Einflüsse führen zu dieser so genannten 
Polarisierung der Zelle (Horwitz and Webb, 2003). Diese resultiert in verschiedenen 
Veränderungen des Zytoskeletts und der Membranextension an der Zellfront, welche der 
Ausbildung der Migrationsmechanismen und damit der Vorgabe der potentiellen 
Bewegungsrichtung dient. 
2) Membranextension bzw. -protrusion: Eine lokale Aktin-Polymerisation resultiert in der 
Protrusion der Zellmembran, der so genannten Führungslamelle bzw. leading edge (Le 
Clainche and Carlier, 2008). Andere ältere Theorien gehen von einem direkten Einbau von 
Membranvesikeln in das Lamellipodium oder dessen unmittelbare Nähe während der 
Protrusion aus (Bretscher, 1984). (siehe Abb. 1.2) 
Unter der Extension der Membran an der  Führungslamelle kommt es zur Ausbildung von 
breiten und flachen Strukturen, den Lamellipodia, und den Filopodia, welche dünne, 
zylindrische bzw. nadelartige Elemente sind. Beide sind v.a. mit Aktin und Aktin-assoziierten 
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Proteinen ausgefüllt. In den Filopodia sind die Aktin-Filamente eher seilartig-gebündelt, 
während sie in den Lamellipodia durch Querverbindungen ein gitterartiges Gewebe bilden. 
Die zytoplasmatischen Organellen befinden sich außerhalb der Lamellipodia im Zellkörper 
dahinter (Lauffenburger and Horwitz, 1996).  
3) Formation und Stabilisierung von Zell-Substrat-Adhäsionen: Zur Stabilisierung der leading 
edge und der mechanischen Verbindung von Aktinkortex und extrazellulärer Matrix werden 
fokale Komplexe gebildet, welche im weiteren Verlauf über die Anlagerung verschiedener 
Proteinen zu fokalen Adhäsionen reifen (Horwitz and Parsons, 1999). Diese fokalen 
Adhäsionen stellen einen Komplex von beispielsweise Integrinen, Talin, Vinculin, α-Aktinin, 
Paxillin, Tensin, FAK und Aktin dar (Burridge et al., 1988). Sie dienen der Verankerung der 
Zelle am Substrat und der Kraftübertragung auf jenes (vgl. Abb. 1.2). Die Anreicherung 
dieser zytoskelettal assoziierten Proteine in der Leitlamelle wird v.a. über GTP-bindende 
Proteine der Rho-Familie reguliert (Hall, 1994; Hall, 1998). 
4) Kontraktile Kräfte und der Zellantrieb: Bei der Migration von Zellen spielen verschiedene 
Kräfte eine Rolle. Hierbei sei einerseits die bereits beschriebene protrusive Kraft zur 
Ausweitung von Lamellipodia oder Filopodia über Aktin-Polymerisation und dessen 
strukturelle Organisation genannt. Anderseits können über Aktin-assoziiertes Myosin 
kontraktile Kräfte erzeugt werden, die über die Verankerung mit fokalen Adhäsionen zur 
Vorwärtsbewegung des Zellkörpers genutzt werden können (Jay et al., 1995; Lauffenburger 
and Horwitz, 1996). 
5) Auflösung der Adhäsionen: Um den Zellkörper während der myosinvermittelten 
Kontraktion zu einer effizienten und gerichteten Zellbewegung zu bringen, müssen die Zell-
Substrat-Kontakte sowie das Aktin-Zytoskelett am hinteren Zellpol aufgelöst werden 
(Blanchoin et al., 2014). (siehe Abb. 1.2)  
Bei Fibroblasten wurde hierbei ein teilweises Zurücklassen von Zellmembranteilen am 
Substrat (membrane ripping) (Rigort et al., 2004) oder aber auch deren Endozytose und 
teilweise Wiederverwertung beschrieben. Andererseits können z.B. zytoskelettal assoziierte 
Proteine auch am hinteren Zellteil akkumulieren. 
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1.3 Die Eph-Familie 
1.3.1 Charakteristik und strukturelle Eigenschaften der Eph-Rezeptoren und ephrin-
Liganden 
Die Eph-Rezeptoren wurden 1987 im Kontext eines Screenings auf neue Rezeptor-
Tyrosinkinasen in einer Erythropoetin-produzierenden hepatozellulären Karzinom-Zelllinie 
entdeckt (Hirai et al., 1987). Die Eph-Familie stellt die größte Familie der Rezeptor-
Tyrosinkinasen im mammilären Genom dar (Tuzi and Gullick, 1994). Sie umfasst die Eph-
Rezeptoren und deren Liganden, die ephrine (Eph receptor interacting protein), welche in 
fast allen Zelltypen exprimiert werden (Pasquale, 2008).  
Sowohl Rezeptoren als auch Liganden werden basierend auf Faktoren wie z.B. der 
Sequenzhomologie, der Rezeptor-Liganden-Affinität und der Art der membranösen 
Verankerung jeweils in eine Klasse A und B geteilt (Gale et al., 1996; Eph Nomenclature 
Committee, 1997; Pasquale, 2004). Derzeit sind neun EphA-Rezeptoren und fünf ephrin-A-
Liganden, sowie fünf EphB-Rezeptoren und drei ephrin-B-Liganden bekannt. Potentiell findet 
die Rezeptor-Liganden-Interaktion immer zwischen Eph-Rezeptoren und ephrin-Liganden 
derselben Klasse statt (Pasquale, 2008). Ausnahmen davon bilden EphA4, welches auch 
ephrin-B-Liganden binden kann (Bowden et al., 2009), sowie EphB2, das auch an ephrin-A-
Liganden bindet, und ephrin-A4, das mit allen Eph-Rezeptoren außer EphB4 und EphB6 
interagieren kann (Noberini et al., 2012). 
In ihrem strukturellen Aufbau besitzen ephrin-Liganden extrazellulär lediglich eine Eph-
Rezeptor-bindende Domäne und ein kurzes Verbindungsstück zur Zellmembran. Bezüglich 
ihres transmembranösen bzw. intrazellulären Anteils unterscheiden sich die ephrin-Liganden 
der Klasse A und B (siehe Abb. 1.3). Ephrin-A-Liganden werden mit einer kurzen 
carboxyterminalen Verlängerung synthetisiert, die dann durch einen Glycosyl-Phosphatidyl-
Inositol (GPI)-Anker zur Stabilisierung in der Zellmembran ersetzt wird (Murai and Pasquale, 
2004). Somit benötigen ephrin-Liganden der Klasse A für die intrazelluläre Interaktion Co-
Rezeptoren (Funk and Orr, 2013). Ephrin-B-Liganden haben eine Transmembran-Domäne 
sowie einen  intrazellulären zytoplasmatischen Fortsatz mit funktionell bedeutsamen Serin- 
und Tyrosin-Resten und einem PDZ-Bindemotiv, welche der Anbindung von Gerüst-
Proteinen (scaffold proteins) dient (Lin et al., 1999; Murai and Pasquale, 2004). 
Die Eph-Rezeptoren besitzen eine aminoterminale (extrazelluläre) ephrin-bindende Domäne. 
Diese hochaffine Bindungsstelle vermittelt die Rezeptor-Liganden-Interaktion zwischen 
verschiedenen Zellen (Vgl. Abb. 1.3). Des Weiteren gibt es noch zwei Bindungsstellen 
niedrigerer Liganden-Affinität in der ephrin-bindenden und der sich anschließenden Cystein-
reichen Domäne, die vermutlich die Ausbildung von Clustern der Eph-ephrin-Komplexe 
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fördern (Himanen et al., 2007; Pasquale, 2008). Weiterhin werden im extrazellulären Aufbau 
zwei Fibronectin Typ III Repeats nahe dem transmembranösen Segment beschrieben. 
Intrazellulär schließt sich der Juxtamembran-Region eine Kinase-Domäne an (Abb. 1.3). 
Carboxyterminal gibt es in Eph-Rezeptoren eine Domäne zur Interaktion mit SAM-Proteinen 
sowie eine Bindungsstelle für PDZ-Domänen-enthaltende Proteine (Murai and Pasquale, 
2004; Qiao and Bowie, 2005). Letztere Proteininteraktionsdomäne, dient der Anbindung an 
Gerüstproteine und damit der Organisation der Rezeptoren in größeren Proteinkomplexen 
spezifischer subzellulärer Kompartimente. 
Abb. 1.3 Strukturelemente der Eph-Rezeptoren und ephrin-Liganden Die ephrin-Liganden 
unterscheiden sich bezüglich ihrer Verankerung in der Zellmembran: Während ephrin-A-Liganden 
über einen GPI-Anker in der Zellmembran befestigt sind, besitzen Typ B Liganden eine 
Transmembran-Domäne sowie ein intrazelluläres PDZ-Bindemotiv. Die Eph-Rezeptoren besitzen 
prinzipiell einen vergleichbaren Aufbau aus Liganden-bindender Domäne, Cystein-reicher Region, 
zwei Fibronectin Type III Repeats, einer Juxtamembranregion, der wichtigen Kinase-Domäne, einer 
SAM-Interaktionsdomäne und dem PDZ-Bindemotiv. (entnommen aus Funk and Orr, 2013)
1.3.2 Eph-Rezeptor-ephrin-Liganden-Interaktion 
Sowohl Eph-Rezeptoren als auch ephrin-Liganden sind mit der Zellmembran assoziierte 
Proteine. Somit stellt die Eph-ephrin-Interaktion einen Typ der Zellkontakt-abhängigen 
interzellulären Kommunikation dar (Himanen et al., 2007). 
Ein wichtiger und sehr interessanter Aspekt der Signalweiterleitung dieser Interaktion 
zwischen Rezeptoren und Liganden der Eph-Familie ist die bidirektionale Signalleitung 
(Holland et al., 1996). Dabei kommt es zur Ausbildung zweier Signalketten unter der 
Rezeptor-Liganden-Interaktion. Hierbei entwickeln sich wiederum komplexe 
Signalnetzwerke, deren integrierte Signalkaskaden auch teilweise gegensätzliche Effekte 
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aufweisen können (Pasquale, 2008). Man unterscheidet bei der bidirektionalen Signalleitung 
einerseits das so genannte forward Signaling auf Seite der Eph-Rezeptor-tragenden Zelle 
von dem reverse Signaling auf Seite der Liganden-tragenden Zelle (Kullander and Klein, 
2002): Beim forward Signaling wird der Eph-Rezeptor durch Anbindung geclusterter, 
Membran-gebundener ephrin-Liganden aktiviert (Davis et al., 1994). So kommt es in 
Abhängigkeit von der Tyrosinkinase-Domäne des Eph-Rezeptors sowohl zur 
Autophosphorylierung als auch zur Phosphorylierung anderer Proteine, sowie  der 
Assoziation anderer Effektormolekülen (Kalo and Pasquale, 1999; Pasquale, 2008). Hierbei 
spielt die Autophosphorylierung der Juxtamembranregion in der Regulation der Aktivität der 
Kinase-Domäne eine essentielle Rolle (Binns et al., 2000). 
Das reverse Signaling auf Seite der Liganden ist bei Typ B ephrin-Liganden abhängig von 
der Tyrosin-Phosphorylierung in der zytoplasmatischen Region durch Kinasen der Src-
Familie und anderen Rezeptor-Tyrosinkinasen sowie durch mit diesen assoziierten Proteinen 
(Holland et al., 1996; Palmer et al., 2002). Weiterhin können Proteine, die eine SH2- oder 
PDZ-Domäne enthalten, in der Signaltransduktion von ephrin-B-Liganden von Bedeutung 
sein (Cowan and Henkemeyer, 2001; Lu et al., 2001). Die Signaltransduktion im reverse 
Signaling der Typ A Liganden ist immer noch weitgehend unverstanden. Vermutlich sind 
dabei die Anordnung der Liganden in Proteinkomplexen der lipid rafts und die Rekrutierung 
bzw. Assoziation von beispielsweise der Src familiy Kinase Fyn und anderer 
Transmembranproteine von Bedeutung (Davy et al., 1999). 
Unter der Interaktion von Rezeptor und Ligand kommt es zur Bildung so genannter Cluster 
aus Eph-ephrin-Komplexen. Diese nehmen Einfluss auf die Signalstärke und bewirken eine 
differenzierte Regulation von downstream-lokalisierten Signalwegen (Poliakov et al., 2004). 
Bei der Cluster-Bildung spielen a) die Oligomerisation durch multivalente Interaktionen 
zwischen Rezeptoren und Liganden, b) die Anordnung der Rezeptoren und Liganden in 
beweglichen Cholesterol- und Sphingolipid-reichen lipid rafts, c) Cis-Interaktionen zwischen 
Rezeptoren und Liganden einer Zelle durch Ausrichtung der Fibronectin III Repeats und der 
SAM-Domäne (Dimerisierungstendenz) und d) die Anbindung über PDZ-Domänen-Bindung 
der Gerüstproteine ans Zytoskelett mit einer mechanischen Annäherung der Komplexe 
(Oligomerisierungstendenz) eine wichtige Rolle (Murai and Pasquale, 2004).  
Die Eph-ephrin-Interaktion wird weiterhin durch verschiedene Prozesse moduliert. Hierbei 
kann es zur Endozytose von Eph-ephrin-Komplexen von der Zelloberfläche kommen. 
Dadurch kommt es mutmaßlich zum Austausch von Rezeptoren und Liganden und eventuell 
auch von assoziierten Proteinen zwischen den Zellen. Des Weiteren konnte eine 
differenzierte proteolytische Spaltung äußerer sowie Membran-verankerter Teile beobachtet 
werden. Diese führt einerseits zur Terminierung der Eph-ephrin-Interaktion, anderseits aber 
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auch zu neuen Interaktionen durch lösliche extra- und intrazellulär agierende Fragmente 
(Egea and Klein, 2007). 
1.3.3 Signalwege der Eph-Familie und Verbindungen zu anderen Signalkaskaden 
Signaleffektoren, die von den Rezeptoren und Liganden der Eph-Familie gemeinsam genutzt 
werden, sind z.B. die Src familiy Kinasen und die Ras/Rho familiy GTPasen (Pasquale, 
2008).  
Dabei findet z.B. die Organisation des Aktinzytoskelettes im forward Signaling der Eph-
Rezeptoren mit Hilfe der kleinen GTPasen der Rho Familie statt: Wichtige Bereiche sind die 
Bildung von stress fibres (Rho), Lamellipodia (Rac) und Filopodia (Cdc42) (Nobes and Hall, 
1995). Zur Aktivierung dieser GTPasen werden klassenabhängige Austauschfaktoren 
(exchange factors) genutzt, welche durch den Tausch von GDP mit GTP katalytisch-
aktivierend bzw. modulierend wirken (Murai and Pasquale, 2003). EphA-Rezeptoren 
verwenden hierbei den Austauschfaktor Ephexin (Shamah et al., 2001). EphB-Rezeptoren 
sind mit den Austauschfaktoren Intersektin (Irie and Yamaguchi, 2002) und Kalirin (Penzes 
et al., 2003) assoziiert. 
Wiederum klassenübergreifendend werden aber auch Ras familiy GTPasen (z.B. H-Ras und 
R-Ras) sowie andere Signaleffektoren genutzt. Hier spielen FAK oder SH2-Domänen 
enthaltende Adapterproteine und andere Signalproteine wie Tyrosinkinasen der Src und Abl 
Familie eine Rolle (Murai and Pasquale, 2003). Des Weiteren sind aber auch für einzelne 
Rezeptoren spezifische Signalwege bekannt (Pasquale, 2008).  
Im reverse Signaling der ephrin-B-Liganden sind, wie bereits beschrieben, Src family
Kinasen, SH2-Domänen-Adapterproteine, wie z.B. Grb4, und über das PDZ-Bindemotiv 
vermittelte Interaktionen von Bedeutung (Cowan and Henkemeyer, 2001; Lu et al., 2001; 
Palmer et al., 2002). Ephrin-A-Liganden nutzen ebenfalls Src family Kinasen (z.B. Fyn) zur 
weiteren Interaktion (Davy et al., 1999). 
Unter crosstalks werden Verknüpfungen zwischen verschiedenen Signalkaskaden  
verstanden. Sie führen zu einer Erweiterung der von der Eph-Familie beeinflussten zellulären 
Prozesse. Solche wichtigen Querverbindungen der Eph-Familie mit anderen Signalkaskaden 
umfassen z.B. Vernetzungen mit der EGF-Rezeptor-Familie (Larsen et al., 2007), welche die 
Zellmotilität und Proliferation mutmaßlich auch unabhängig von der ephrin-Stimulation 
beeinflussen, sowie Interaktionen mit den Signalkaskaden von PDGF und FGF. Weiterhin 
sind komplexe Verbindungen zum Wnt-Signaling bekannt (Arvanitis and Davy, 2008).  
Andererseits kann auch die E-Cadherin-abhängige interzelluläre Adhäsion die Expression 
von  Eph-Rezeptoren, deren Lokalisation auf der Zelloberfläche und deren ephrin-abhängige 
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Aktivierung beeinflussen. Auch Interaktionen mit Claudinen beeinflussen die Zelladhäsion 
und interzelluläre Permeabilität. Es sind weiterhin Beeinflussungen der Integrin-vermittelten 
Kommunikation durch die Eph-Familie bekannt (Pasquale, 2008).  
1.3.4 Einflussbereiche und Funktionen des Eph-ephrin-Signalings
Eph-ephrin-Interaktionen vermitteln zelluläre Reaktionen auf Signale des umgebenden 
Milieus und beeinflussen vielfältige physiologische und aber auch pathophysiologische 
Prozesse auf verschiedensten Organisationsniveaus. Bekannt sind unter anderem Effekte, 
die allgemeine zelluläre Prozesse wie die Ausrichtung und Formierung des Aktin-
Zytoskelettes, die Zell-Substrat-Adhäsion, interzelluläre Verbindungen, sowie Zellform und 
Zellbewegung modulieren können (Pasquale, 2005; Egea and Klein, 2007; Himanen et al., 
2007). Aber auch Proliferation, Überleben, Differenzierung, sowie Sekretion und 
Genexpression von Zellen werden entscheidend durch die mit der Eph-Familie assoziierten 
Signalkaskaden beeinflusst (Pasquale, 2008; Irie et al., 2009; Chen, 2012; Funk et al., 2012). 
Auf einer höheren Organisationsebene, vor allem im Bereich der Gewebsstrukturbildung 
(Patterning) und -differenzierung, stellen die Mitglieder der Eph/ephrin-Familie essentielle 
Regulatoren für die Eingliederung, Positionierung und Organisation von Zellen dar. Hierbei 
sei beispielhaft der Einfluss zweier Eph-ephrin-Interaktionen in der Entwicklungsbiologie 
genannt: Sie umfassen beispielsweise die Leitung der Axonen-Aussprossung (Dottori et al., 
1998; Suetterlin et al., 2012) und die Differenzierung zwischen Venen und Arterien in der 
Angiogenese durch die EphB4-ephrin-B2-Interaktion (Wang et al., 1998). In diesen 
Prozessen sind die basalen, vor allem über Eph/ephrine vermittelten Mechanismen der Zell-
Zell-Adhäsion oder -Repulsion zur Segregation oder Integration von Zellen in das Gewebe 
von enormer Bedeutung (Funk and Orr, 2013). Aber auch in der Onkogenese stellt die Eph-
Familie bezüglich der Initiation, Proliferation, Vaskularisierung, Invasion und Metastasierung 
von verschiedensten Tumoren einen wichtigen Gegenstand aktueller Forschung dar (Chen, 
2012). Zudem werden auch andere klinisch relevante Aspekte wie die Glukosehomöostase 
(Konstantinova et al., 2007) und Neovaskularisierungen, beispielsweise von Retina (Du et 
al., 2012) oder Tumoren (Ogawa et al., 2000), entscheidend von Eph-ephrin-Interaktionen 
geprägt. Über die Einflüsse der Eph-Familie auf die Endothelfunktion in der Atherosklerose 
und die Reendothelialisierung nach Gefäßverletzungen ist nur sehr wenig bekannt. 
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1.4 Potentielle Funktionen der Eph-Familie in der endothelialen 
Proliferation und Migration 
Die Interaktion der Eph-Rezeptoren mit ihren ephrin-Liganden beeinflusst vielfältige zelluläre 
physiologische und pathophysiologische Prozesse im sich entwickelnden, aber auch im 
adulten Organismus. Dabei übernimmt die bidirektionale Signalweiterleitung von Eph-
Rezeptoren und ephrin-Liganden einerseits eine Schlüsselrolle in der Regulation von 
Kernprozessen der Morphogenese sowie Stabilisierung von Zellorganisationsmustern 
während der Entwicklung, wie beispielsweise der Ausbildung und Differenzierung des 
Gefäßsystems (Poliakov et al., 2004).  Andererseits könnten die dabei beteiligten Prozesse 
mutmaßlich auch bei diversen Reparaturprozessen, aber auch pathophysiologischen 
Mechanismen, wie der Pathogenese der Atherosklerose und der Reendothelialisierung von 
Gefäßen nach Verletzung, von Bedeutung sein. 
Die Mitglieder des Eph/ephrin-Systems beeinflussen über die Regulation der zytoskelettalen 
Organisation sowie Zelladhäsion maßgeblich die Dynamik der zellulären Protrusion bzw. 
Migration (Pasquale, 2005). Daneben werden über eine komplementäre Expression, die 
Koexpression von Rezeptoren und Liganden oder auch Expressionsgradienten auch andere 
Prozesse, wie z.B. die Repulsion, Invasion, Zellproliferation, Differenzierung sowie das 
Überleben verschiedener Zelltypen, wie z.B. des Endothels, reguliert (Poliakov et al., 2004; 
Pasquale, 2008). 
Wichtige entwicklungsbiologische Aspekte, in denen die zelluläre Migration und Proliferation 
maßgeblich durch die Eph-ephrin-Signaltransduktion beeinflusst werden, stellen 
beispielsweise die Entwicklung und Reifung des Gefäßsystems sowie die topografische 
Leitung der Axonenaussprossung dar: 
Die Vaskulogenese beschreibt den Prozess einer de novo Organisation von Endothelzellen 
zu Gefäßen in Abwesenheit eines präexistenten Gefäßsystems in der frühen 
Embryonalentwicklung. Im Gegensatz dazu beschreibt die Angiogenese die Ausweitung 
eines bestehenden Gefäßbaumes durch die Aussprossung von Endothelzellen (Cines et al., 
1998). 
Während der Vaskulogenese werden viele verschiedene Mitglieder der Eph-Familie von 
Endothelzellen exprimiert. Dabei konnten v.a. EphB4 und ephrin-B2 als Faktoren identifiziert 
werden, welche die endotheliale Migration, Adhäsion und die Formierungsprozesse in der 
Gefäßentwicklung sowohl fördern als auch inhibieren können. Während der Differenzierung 
von Venen und Arterien werden EphB4 bzw. ephrin-B2 in diesen spezifisch lokalisiert 
exprimiert (Wang et al., 1998; Adams, 2002; Sorop et al., 2006). Im weiteren Verlauf tragen 
auch andere Mitglieder der Eph-Familie im umgebenden mesenchymalen Gewebe, mit 
welchem das Endothel interagiert, zum korrekten Remodelling und der physiologischen 
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Erweiterung der embryonalen Blut- und Lymphgefäßsysteme bei (Adams et al., 1999; Gale 
et al., 2001).  
Die Nutzung einer differenzierten Expression und von Eph-ephrin-Gradienten wird auch im 
topografischen Mapping während der embryonalen Axonenaussprossung und der 
Formierung der Kommissuren sowie anderer  Strukturen des Gehirns beschrieben 
(Henkemeyer et al., 1996; Nakamoto et al., 1996). In vitro konnte dabei der 
Signaltransduktion über ephrin-A-Liganden eine entscheidende Funktion zugeschrieben 
werden (Davy and Robbins, 2000). 
Einen weiteren interessanten Aspekt stellt die Rolle der Eph-Familie in der pathologischen 
Angiogenese, z.B. während der Neovaskularisierung von Tumoren oder auch der Retina im 
erwachsenen Organismus, dar. Dabei kommt es durch Gewebshypoxie zu einer Ausbildung 
neuer Gefäße, die über eine VEGF-vermittelte Aussprossung und Migration von 
Endothelzellen vermittelt wird (Heroult et al., 2006; Ojima et al., 2006). In verschiedenen 
Tumoren konnte bereits eine Beteiligung einer ephrin-A1-EphA2-Wechselwirkung im 
Rahmen der Neovaskularisierung beschrieben werden (Brantley et al., 2002; Cheng et al., 
2002). Aber auch Veränderungen der Migrations- und Verformungsfähigkeit von Krebszellen 
bezüglich ihres Invasivitäts- und Metastasierungspotenzials können, zumindest teilweise, 
einem in diesem Falle pathologischen Eph-ephrin-Signaling zugeschrieben werden (Ojima et 
al., 2006; Liu et al., 2007).  
In all diesen Prozessen reguliert das bidirektionale Eph-ephrin-Signaling die Aktivität und 
Expression von vielfältigen an der Adhäsion und Migration beteiligten Molekülen, wie z.B. 
Rho, Rac, Cdc42, Integrinen, Proteinen der fokalen Adhäsionen, Src-Tyrosinkinasen und 
dem mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Signalweg (Pasquale, 2005). 
Die Familie der Rho-GTPasen beeinflusst dabei die Migration und Adhäsion in den Regionen 
einer Zell-Zell-Interaktion über eine lokale Regulation des Aktinzytoskelettes. Das Signaling
über die MAPK hat weitreichende Einflüsse auf die Proliferation, die Differenzierung, das 
Zellüberleben sowie die Zell-Matrix-Adhäsion. Vor allem ephrin-A-Liganden scheinen hierbei 
den MAPK-Signalweg zu aktivieren (Poliakov et al., 2004). 
Spezifische Interaktionen zwischen Eph-Rezeptoren und ephrin-Liganden im Bereich der 
Reendothelialisierung nach Eingriffen am Gefäß oder der Implantation eines Stents sind 
bisher nicht bekannt. Auf Grund der vielfältigen bekannten und teilweise eben beschriebenen 
Beteiligungen von Eph-ephrin-Wechselwirkungen an Migrations- und Proliferationsprozessen 
im Gefäßsystem und während der Entwicklung ist davon auszugehen, dass diese auch in 
das Remodelling adulter Gefäße nach Endothelverlust involviert sein könnten. 
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1.5 Zielstellung der Arbeit 
Bekannt ist, dass das Gefäßendothel in der Regeneration von Gefäßen nach diversen 
Eingriffen (z.B. angioplastischen Eingriffen oder Stentimplantationen) bezüglich der 
Wiedererlangung der physiologischen Funktion oder aber der Entwicklung von Stenosen 
eine essentielle Rolle innehat (Horwitz and Webb, 2003; Curcio et al., 2011; Inoue et al., 
2011). Auf Grund gewisser Parallelen zu den allgemeinen und entwicklungsbiologischen 
Funktionen der Mitglieder der Eph-Familie im Bezug auf die Lenkung und Organisation von 
Zellverbänden, deren Wachstumskontrolle und die Definition von Gewebsgrenzen, ergab 
sich die Hypothese, dass sie auch in den Prozess der Gefäßregeneration involviert sein 
könnten. Ausgehend davon leitet sich die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ab, ob die 
Eph-Familie einen Einfluss auf die Reparaturvorgänge in einem Endotheldefekt und im 
Speziellen auf deren elementare Prozesse der endothelialen Proliferation und Migration hat. 
Die Teilbereiche dieser Arbeit umfassen: 
1) Untersuchungen zur Regulation bzw. Expression von Eph-Rezeptoren und ephrin-
Liganden unter verschiedenen Wachstumsbedingungen, sowie den Einfluss ausgewählter 
Mitglieder der Eph-Familie und der Manipulation der Expression dieser auf die Proliferation 
von humanen Endothelzellen. 
 Wie werden verschiedene Eph-Rezeptoren und ephrin-Liganden in proliferierenden 
Endothelzellen, unter Kontaktinhibition und im Zellzyklusarrest humaner Endothelzellen 
exprimiert? 
 Wie wirkt sich eine Veränderung der ephrin-A1- und EphA2-Expression auf die 
Proliferation von humanen Endothelzellen aus? 
2)   Untersuchungen zur Regulation verschiedener Eph-Rezeptoren und ephrin-Liganden im 
endothelialen Wundheilungsprozess, der Einfluss einer Manipulation der ephrin-A1- sowie 
der EphA2-Expression auf die Wundheilung sowie das Migrationsverhalten und die 
Ausbildung fokaler Adhäsionen von Endothelzellen. 
 Wie werden verschiedene Mitglieder der Eph-Familie während der Wundheilung in vitro
in humanen Endothelzellen exprimiert und reguliert? 
 Welchen Einfluss nimmt eine veränderte ephrin-A1- oder EphA2-Expression auf die 
Migrationsgeschwindigkeit und das Migrationsverhalten von Endothelzellen während der 
Wundheilung? 
 Hat eine manipulierte ephrin-A1- oder EphA2-Expression Auswirkungen bezüglich der 
Ausbildung fokaler Adhäsionen?  
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2 Material  
2.1 Geräte 
Agarosegelelektrophoresesystem SubCell GT (Bio-Rad) 
Agarosegelelektrophoresesystem PerfectBlue Gelsystem Mini S (peqlab) 
Elektrophoresegerät (Biometra) 
Elektrophoresegerät PowerPac 300 (Bio-Rad) 
ELISA-Reader (MWG Biotech) 
Fluoreszenzmikroskop Axiovert S100 (Carl-Zeiss) 
Geldokumentationssystem Doc-Print VX2 (peqlab) 
Heizblock Thermomixer compact (eppendorf) 
Heizplatte/Magnetmixer RH basic und RCT basic (IKA) 
Inkubator BB 6220 (Heraeus) 
Mikroskop Axiovert 100M (Carl-Zeiss) 
Mikroskop Axiovert 25 (Carl-Zeiss) 
Mikroskop Axiovert S100 (Carl-Zeiss) 
Mikroskopiesystem Live Cell 4D (Carl-Zeiss, BIOTEC Dresden) 
Minishaker MS2 minishaker (IKA) 
PAGE-System Mini-Protean 3 (Bio-Rad) 
Sterilbank CleanAir (Woerden) 
Thermocycler CFX 96 Real Time System C1000 ThermoCycler (Bio-Rad) 
Ultrazentrifuge Optimax mit Rotor MLA-80 (Beckman Coulter) 
UV-Tisch ECX-F20.M (Vilber) 
UV-Tisch UVT-20M (Herolab GmbH) 
Waagen BP211D und BL310 (Sartorius) 
Wärmekammer THERMOstar (bmg) 
Wasserbad (GFL) 
Wasserbad Haake 5P mit Heizspirale 
Western Blot System MiniTransferBlot (Bio-Rad) 
Wippschüttler (Karl Hecht GmbH & Co KG - "Assistent") 
Zentrifuge Allegra® X-15R Centrifuge (Beckman Coulter) 
Zentrifuge Heraeus Biofuge PrimoR (Thermo Scientific) 
Zentrifuge Heraeus Fresco 21 Centrifuge (Thermo Scientific) 
Zentrifuge Microfuge® 18 Centrifuge (Beckman Coulter) 
Zentrifuge mini Spin (eppendorf) 
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2.2 Zellkulturmaterial 
Die in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturmaterialien umfassten steril eingepackte 
Einwegartikel von Greiner bio one, corning incorporated, BD Bioscience sowie ibidi. 
2.3 Verwendete Kulturmedien 
Tabelle 2.1 verwendete Kulturmedien und Pufferlösungen 
Kulturmedien und Zusätze für die Zellkultur von eukaryontischen Zellen
Antibiotikamix (PAA, Sigma) 
100 IU/ml Penicillin 
100 µg/ml Streptomycin 
0,25 µg/ml AmphotericinB  
Kulturmedium für Endothelzellen aus 
den Umbilikalgefäßen 
Endothelial Cell Growth Medium MV (Promocell) 
1 % (v/v) Antibiotikamix 
Kulturmedium für HEK 293 
DMEM High Glucose (PAA) 
10 % (v/v) FCS 
1 % (v/v) Antibiotikamix 
Aufbewahrungsmedium für 
Nabelschnüre 
Medium 199 (PAA) 
10 % (v/v) FCS  
1 % Antibiotikamix 
Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
(PBS) 
10 mM Dinatriumhydrogenphosphat 
2 mM Kaliumdihydrogenphosphat 
140 mM Natriumchlorid 
3 mM Kaliumchlorid 
pH 7,4 
Trypsin-EDTA (PAA und Biochrom) 
0,5 mg/ml Trypsin 
0,22 mg/ml EDTA 
in PBS (Ca2+- und Mg2+-frei) 
Transfektionsmedium für 
Endothelzellen 
Opti-MEM I (Invitrogen GmbH) 
2 % (v/v) FCS
Kulturmedien für die Kultivierung von E. coli
SOB-Medium (Carl Roth) 
20 g/l Trypton 
5 g/l Hefeextrakt 
5 g/l Magnesiumsulfat 
0,5 g/l Natriumchlorid 




SOB-Medium (Carl Roth) 
20 mM Glukose 
LB-Medium (Carl Roth) 
10 g/l Trypton 
5 g/l Hefeexktrakt 
10 g/l Natriumchlorid 
pH 7,0 
2.4 Verwendete Zelllinien und E. coli Stämme 
Eukaryontische Zelllinien: 
HEK293 humane embryonale Nierenzellen 
Prokaryontische Zellinien: 
E. coli Stbl2 Genotyp: F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 ∆(lac-proAB) mcrA 
  ∆(mcrBC-hsdRMS-mrr) λ-
2.5 Verwendete Kit-Systeme 
Tabelle 2.2 verwendete Kit-Systeme 
Kitbezeichnung Hersteller
Adeno-XTM Rapid Titer Kit Clontech, 
Mountain View, USA 
BCA-Assay Pierce, Thermo Fisher Scientific, 
Rockford, USA 
Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) Roche Applied Science, 
Mannheim, Deutschland 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up Kit Macherey-Nagel, 
Düren, Deutschland 
NucleoSpin® Plasmid Kit Macherey-Nagel, 
Düren, Deutschland 
Nucleo Spin® RNA II und  
Nucleo Spin® RNA Kit 
Macherey-Nagel, 
Düren, Deutschland 
Revert AidTM H Minus First Strand cDNA 
Synthesis Kit 
Thermo Fisher Scientific, 
Rockford, USA 
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2.6 Verwendete Oligonukleotide 
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon in der 
Reinheitsstufe HPSF® (High Purity Salt Free) bezogen. Die verwendeten siRNAs sind in 
Tabelle 3.1 aufgeführt.  
Die verwendeten Klonierungsprimer enthalten 5‘-Überhänge mit den Erkennungssequenzen 
der bei der Klonierung verwendeten Restriktionsenzyme (durch Unterstreichung 
gekennzeichnet). 
Tabelle 2.3 Oligonukleotide für real-time PCR und Klonierungen 





EPHA2A-s GCG ACG TGT GGA GCT TTG G 
96 bp 
EPHA2A-as TGG CTT TCA TCA CCT CGT GG 
EphA4 NM_004438 
EPHA4-s TTT GTC ATC AGC CGG AGA CG 
135 bp 
EPHA4-as CTC TCG CAC TGC TTG GTT GG 
EphB1 NM_004441 
EphB1A-s CAT GGA GAA TGG TGC ATT GG 
157 bp 
EphB1A-as CAG AAT GTT CCT AGC AGC CAG 
EphB2 NM_004442 
hs_EphB2_s GCC ATT GAG CAG GAC TAT CG 
194 bp 
hs_EphB2_as AGG TTG ATG CCA GAG GAG AG 
EphB4 NM_004444 
EphB4_forward GCC TCA GGA AGC AGA GCA ATG 
193 bp 
EphB4_reverse AAC TCA CCT GCA CCA ATC ACC 
ephrin-A1 NM_004428 
EFNA1A-s TTG GGT CTG TGC TGC AGT C 
123 bp 
EFNA1A-as GAT GTC CAC GTA GTC ATT CA GC 
ephrin-A4 NM_005227 
EFNA4-s CTT CAC ACC CTT CTC CCT CG 
109 bp 
EFNA4-as AGA CAC CTG GAG CCT CAA GC 
ephrin-A5 NM_001962 
EFNA5-s ACA TCT CCT CTG CAA TCC CAG 
167 bp 
EFNA5-as ATG TAC GGT GTC ATC TGC TGG 
ephrin-B1 NM_004429 
EFNB1-s TCC TGG TTC ACA GTC TCA TGC 
161 bp 
EFNB1-as ATG AAG GTT GGG CAA GAT CC 
ephrin-B2 NM_004093 
ephrinB2_forward TGC CAG ACA AGA GCC ATG AAG 
177 bp 
ephrinB2_reverse GTT GCC GTC TGT GCT AGA ACC 
HPRT1 NM_000194 
HPRT1-h-s TTG CGA CCT TGA CCA TCT TTG 
263 bp 







Tabelle 2.4 Oligonukleotide zur Sequenzierung von Plasmiden 
Vektor Primername Sequenz (5‘  3‘)
pGEM®-T Easy 
T7 promoter TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 
M13 reverse GGA AAC AGC TAT GAC CAT G 
2.7 Verwendete Plasmide 
2.7.1 pGEM®-T Easy 





Abb. 2.2 Vektorkarte des pShuttle
2.7.3 pAdenoX 
Abb. 2.3 Vektorkarte des pAdenoX-Vektors
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2.8 Konstruierte Plasmide 
Tabelle 2.5 Übersicht über die konstruierten Plasmide 
Name Charakterisierung Beschreibung 
pGEM®-T Easy-EFNA1 amp
R
/ephrin-A1 ephrin-A1 flankiert von NheI und KpnI
pShuttle-EFNA1 kan
R




Vektor zur Generierung von Adenoviren zur 
Expression von ephrin-A1
2.9 Chemikalien 
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von AppliChem, Sigma-Aldrich, VWR 
und Carl-Roth bezogen und mindestens in der Reinheitsstufe p. a. verwendet. 
2.10 Puffer, Gele, Lösungen  
Die Zusammensetzung verwendeter Puffer, Gele und Lösungen wurde im Abschnitt 3 jeweils 
am Ende der zugehörigen Methoden aufgeführt. 
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3 Methoden 
3.1 Zellbiologische Methoden 
3.1.1 Isolation  und Kultur humaner Endothelzellen aus der Nabelschnurvene und 
den Nabelschnurarterien 
HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) und HUAEC (human umbilical artery 
endothelial cells) sind humane Endothelzellen, die aus der Nabelschnurvene bzw. -arterie 
gewonnen werden können.  
Zur Isolation von Endothelzellen aus der Vena umbilicalis und den Arteriae umbilicales
wurden Nabelschnüre innerhalb von 24 Stunden nach Abnabelung nach einer modifizierten 
Methode von Jaffe und Kollegen (Jaffe et al., 1973) aufgearbeitet.  
Die Nabelschnüre wurden unmittelbar nach Abnabelung in sterile mit M199 Medium befüllte 
Gläser überführt und bis zur sterilen Weiterverarbeitung unter Kühlung aufbewahrt. Zunächst 
erfolgte eine grobe äußere Reinigung der Nabelschnüre mit Papiertüchern zur Entfernung 
von Medium und Blutresten.  
Daraufhin wurde ein ca. 1-2 cm großes Stück an einem Ende der Nabelschnur abgetrennt 
und verworfen. Zur Gewinnung von HUVEC wurde nun an diesem Ende mit einer stumpfen 
Knopfkanüle die Vena umbilicalis sondiert und in dieser mit einer Arterienklemme fixiert. Zur 
Isolation von HUAEC wurden am gekürzten Ende mit Hilfe dünnerer Knopfkanülen beide 
Arteriae umbilicales aufgesucht und mit einer Klemme fixiert. 
Es folgte eine mehrmalige Spülung der Vene bzw. Arterien mit warmem, sterilem und mit 
1 % Antibiotikamix versetztem PBS über die Kanülen, um Blutgerinnsel und Mediumreste zu 
entfernen. Trat aus dem unteren Ende klare Flüssigkeit aus, wurde die Spüllösung über 
Insufflation von Luft entfernt.  
Zur schonenden Lösung der Endothelzellen aus der Gefäßwand wurde die Vene bzw. die 
Arterien nun mit steriler Collagenase-II-Lösung (0,75 mg/ml in PBS) befüllt. Das untere Ende 
wurde daraufhin ebenfalls mit einer Klemme verschlossen, am oberen Ende wurde der 
Dreiwegehahn an den Knopfkanülen geschlossen und die Nabelschnur für 20 min in einem 
PBS-Bad bei ca. 37°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Nabelschnüre 
vorsichtig massiert, um ein besseres Lösen der Zellen zu erreichen und mit Hilfe einer 
Spülung mit PBS aus dem jeweiligen Gefäß in ein 50 ml-Röhrchen überführt. Es folgte eine 
Zentrifugation dieses für 10 min bei 250xg und Raumtemperatur.  
Nach Verwerfen des Überstandes wurde das HUVEC-Pellet in 10 ml Endothelial cell Growth 
Medium MV (Promocell) mit 1 % Antibiotikamix resuspendiert, in Zellkulturplatten ( 10 cm) 
überführt und bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert.  
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Das Pellet von HUAEC wurde in ca. 5 ml Endothelzellmedium resuspendiert und auf Grund 
der geringeren Zellausbeute in kleinere Zellkulturschalen ( 6 cm) überführt und ebenfalls 
bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert. 
Nach 24 h wurde der erste Mediumwechsel nach dreimaligem Waschen mit warmen PBS 
zur Entfernung eventueller Verunreinigungen durchgeführt. 
3.1.2 Kultur von HEK293-Zellen 
HEK293-Zellen sind eine seit Anfang 1970 bekannte adhärent wachsende humane Zelllinie, 
die das Transformationsprodukt von humanen embryonalen Nierenzellen (human embryonic 
kidney) mit DNA-Fragmenten des Adenovirus 5 darstellt (Graham et al., 1977). Sie können 
zur Vermehrung von Adenoviren genutzt werden.  
Die Kultivierung der HEK293-Zellen erfolgte in DMEM High Glucose Medium mit 10 % FCS 
und 1 % Antibiotikamix bei 37°C und 5 % CO2 in Zellkulturschalen (10 oder 15 cm) oder 
T175-Zellkulturflaschen. 
3.1.3 Zellpassage 
Erreichten die HUVEC, HUAEC oder HEK293-Zellen eine Konfluenz von 90 %, wurde das 
Medium abgesaugt, die Zellen dreimalig mit warmen PBS gewaschen und anschließend mit 
Trypsin/EDTA für 2 bis 3 min im Brutschrank inkubiert, so dass sich die Zellen von der 
Zellkulturschale lösten. Durch Zugabe des entsprechenden Mediums (siehe Abschnitt 3.1.1 
und 3.1.2) erfolgte die Inaktivierung des Trypsins.  
Die Zellsuspension wurde nun für HUVEC und HUAEC im Verhältnis 1:2, für HEK293-Zellen 
im Verhältnis 1:3-4, bezogen auf die Zellkulturfläche, in neuen Zellkulturgefäßen ausplattiert. 
Für die Durchführung aller Versuche mit HUVEC und HUAEC wurden Zellen aus der ersten 
bis zweiten Passage verwendet. 
Trypsin/EDTA (PAA und Biochrom): 
0,5 mg/ml Trypsin 
0,22 mg/ml EDTA 
in PBS (Ca2+- und Mg2+-frei) 
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3.1.4 Zellzählung mit dem Hämocytometer nach Neubauer 
Wurde für die Durchführung der Versuche eine definierte Zellzahl benötigt, so wurde nach  
Abtrypsinierung der Zellen und deren Resuspension im Medium (siehe Abschnitt 3.1.3) mit 
Hilfe der Neubauer-Zählkammer die Zellkonzentration der Suspension bestimmt. 
3.1.5 Einfrieren und Auftauen von HEK293-Zellen 
Zur Kryopräservierung von HEK293-Zellen wurden diese mittels Trypsin/EDTA von der 
Oberfläche des Zellkulturgefäßes gelöst und für 5 min bei 250xg zentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen, das Pellet in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryoröhrchen 
überführt. Zur stufenweisen Abkühlung wurde dieses nun über Nacht zunächst bei -20°C 
gelagert, bevor es dann nach drei Tagen bei -80°C in die Langzeitlagerung im Stickstofftank 
transferiert wurde. 
Zum Auftauen von HEK293 aus der Langzeitlagerung wurde ein Kryoröhrchen aus dem 
Stickstofftank zunächst auf Eis transportiert, um dann durch Zugabe von warmem 
Zellkulturmedium aufgetaut zu werden. Zur Entfernung des DMSO wurde die Zellsuspension 
für 5 min bei 250xg zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet mit warmem 
Medium wieder aufgenommen, resuspendiert und schließlich in ein Zellkulturgefäß überführt. 
Einfriermedium: 
DMEM High Glucose (PAA) 
30 % (v/v) FCS 
10 % (v/v) DMSO 
3.1.6 siRNA-Transfektion 
Die so genannten siRNA umfassen synthetische doppelsträngige RNA-Moleküle von 21 bis 
23 Nukleotiden Länge, die am 3‘-Ende jeweils einen Überhang von zwei Desoxythymidin-
Nukleotiden besitzen, welcher die Interaktion mit dem RNA induced silencing complex
(RISC) ermöglicht. In diesem Komplex wird einer der beiden Stränge der siRNA entfernt und 
somit die Möglichkeit geschaffen, zelleigene mRNA mit der komplementären Sequenz zu 
binden.  Die gebundene mRNA wird gespalten und somit der Translation vorenthalten. (Fire 
et al., 1998; Montgomery et al., 1998; Elbashir et al., 2001) 
Die Durchführung der transienten Transfektion von siRNA (siMAX siRNA, MWG Biotech) in 
HUVEC erfolgte mit TurbofectTM siRNA transfection reagent (Fermentas). Dabei wurden die 
Zellen einen Tag vor der Transfektion mit einer Dichte von 25.000 /cm² ausplattiert. 
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Unmittelbar vor der Transfektion wurde nach zweimaligem Waschen mit warmen PBS ein 
Mediumwechsel auf antibiotikafreies Opti-MEM I (Invitrogen GmbH) mit 2 % (v/v) FCS 
durchgeführt. Für 100.000 Zellen wurden im Transfektionsansatz aus 100 µl serum- und 
antibiotikafreiem Opti-MEM I 0,6 µg siRNA eingesetzt, so dass daraus eine Endkonzentration 
von 37,5 nM siRNA resultierte. Je Mikrogramm siRNA wurden 3 µl TurbofectTM siRNA 
transfection reagent eingesetzt. Nach der Vermischung von TurbofectTM siRNA transfection 
reagent und siRNA wurde der Transfektionsmix für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, um 
die Ausbildung von Turbofect-siRNA-Komplexen zu ermöglichen. Daraufhin wurde dieser zu 
den Zellen pipettiert und durch Schwenken der Kulturschalen gleichmäßig verteilt. Nach 5 h 
wurde ein Mediumwechsel auf Endothelial cell Growth Medium MV durchgeführt.  
Nach 48 h wurden die HUVEC für die Durchführung verschiedener Versuche verwendet und 
Proben zur Analyse der Expression mittels real-time PCR und der Proteinmenge im 
Western-Blot entnommen. 
Die verwendeten siRNAs sind in Tabelle 3.1 aufgeführt. 
Tabelle 3.1 verwendete siRNA 
















3.1.7 Adenovirale Infektion von HUVEC und HEK293 
Zur adenoviralen Infektion wurden HUVEC der ersten oder zweiten Passage verwendet. Zur 
Berechnung der Menge des einzusetzenden Virus kann folgende Formel verwendet werden: 
 ö	  	





Die Abschätzung der Zellzahl erfolgte über die Auszählung dreier Gesichtsfelder in 20-facher 
Vergrößerung. Als Multiplicity of Infection (M.O.I.) wird die Anzahl der Viren pro Zelle zum 
Infektionszeitpunkt bezeichnet. Für HUVEC wurde eine M.O.I. von 100, für HEK293 eine 
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M.O.I. von ca. 10 gewählt. Die Virustiter wurden wie in Abschnitt 3.3.13.6 beschrieben 
bestimmt. 
Die errechnete Menge der Viruslösung wurde in einer angemessenen Menge von 
Endothelzellmedium verdünnt, nach Absaugen des alten Mediums auf die Zellen pipettiert 
und durch Schwenken des Kulturgefäßes gleichmäßig verteilt. 
Der Erfolg der Infektion wurde nach 48 h mittels real-time PCR und Western-Blot Analyse 
kontrolliert. 
Als Kontrollvirus kam ein kommerziell erhältlicher, für β-Galaktosidase kodierender, 
Adenovirus zum Einsatz, welcher ebenfalls das pAdenoX-Vektorbackbone besitzt 
(AdenoXlacZ, Clonetech). 
3.2 Proteinbiochemische Methoden 
3.2.1 Gesamtzelllysat mittels SDS-Zelllyse 
Um ein Gesamtzelllysat zu erhalten, wurden die Zellen zweimalig mit 4°C kaltem PBS 
gewaschen und mit SDS-Lysepuffer lysiert. Das Zelllysat wurde in ein Eppendorf-
Reaktionsgefäß überführt und für 10 min bei 96°C inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation für 
10 min bei 13.000xg. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Lysate bei -80°C aufbewahrt. 
SDS-Lysepuffer: 
5 % Glycerol 
50 mM Tris; pH 6,8 
2 % (w/v) SDS 
3.2.2 Proteinbestimmung mit Hilfe des BCA-Assay 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration des Gesamtzelllysats erfolgte über den BCA-
Assay (Pierce, Thermo Scientific), welcher auf der Biuret-Methode basiert. Hierbei werden 
durch reduzierende Aminosäurereste im alkalischen Milieu Cu(II)- zu Cu(I)-Ionen reduziert, 
welche mit der Bicinchonsäure (BCA) einen wasserlöslichen blauvioletten Komplex bilden, 
der bei 570 nm photometrisch quantifiziert werden kann (Smith et al., 1985; Wiechelman et 
al., 1988). Eine Eichkurve wurde mit Hilfe von BSA in SDS-Lysepuffer im 
Konzentrationsbereich von 0 bis 1.500 ng/µl als Standard erstellt. 
Jeweils 5 µl der Proteinlysate wurden mit SDS-Lysepuffer im Verhältnis 1:5 verdünnt. Es 
wurden je 10 µl Probe bzw. Standard in Doppelbestimmung aufgetragen und mit je 200 µl 
entsprechend der Herstellerangaben hergestellten Arbeitsreagenz versetzt. Es folgten eine 
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Inkubation für 30 min bei 37°C, die anschließende photometrische Quantifizierung bei 
570 nm, sowie die Berechnung der Proteinkonzentrationen der Lysate. Daraufhin wurden die 
Lysate mit der Hälfte des verbliebenen Volumens an 3x Probenpuffer verdünnt und bei -20°C 
gelagert. Vor der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteinproben für 10 min bei 
60 °C inkubiert. 
3x Probenpuffer: 
30 % (v/v) Glycerol 
150 mM Tris; pH 8,0 
0,3 M DTT 
6 % (w/v) SDS 
0,001 % (w/v) Bromphenolblau 
3.2.3 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot 
Die Elektrophorese mit Polyacrylamidgelen wurde nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 
1970) durchgeführt. Entsprechend der Größe der relevanten Proteine wurden 8 bis 14 %-ige 
Trenngele und 4,5 %-ige Sammelgele verwendet. Zur Einschätzung der Größe der 
aufgetragenen Proteine wurde der Rainbow-Marker SpectraTM Multicolor Broad Range 
Protein Ladder (Fermentas) verwendet. 
Die Elektrophorese erfolgte zunächst für 30 min bei 60 V und dann bis zum kompletten 
Durchlauf bei 110 V (ca. weitere 60 min). Der Transfer der nach Molekulargewicht 
aufgetrennten Proteine auf eine in Methanol aktivierte PVDF-Membran (Towbin et al., 1979; 
Gultekin and Heermann, 1988) erfolgte bei 100 V über 60 min in Transferpuffer. 
Anschließend wurde die Membran zur Sättigung freier Proteinbindungsstellen für 90 min in 
5 %-igem Milchpulver in 0,1 % TBST geblockt, um die unspezifische Anbindung der primären 
Antikörper an die PVDF-Membran zu verhindern. Die Inkubation mit dem primären 
Antikörper erfolgte bei 4°C über Nacht in der Blocklösung. 
Es folgte ein dreimaliges Waschen der Membran zu je 10 min in 0,1 % TBST auf einem  
Wippschüttler. Zur Detektion des primären Antikörpers wurde die Membran nun für 90 min 
bei Raumtemperatur mit einem sekundären  HRP-gekoppelten Antikörper, welcher gegen 
den Fc-Teil des primären Antikörpers gerichtet ist, in der Blocklösung inkubiert. 
Anschließend wurden drei weitere Waschschritte mit 0,1 % TBST über 10 min durchgeführt. 
Zur Detektion wurde Western LightningTM (Chemiluminescence Reagent Plus Kit, Perkin 
Elmer) verwendet. Dabei wurde die Membran für 2 min in der Luminollösung inkubiert und in 
eine Filmkassette überführt, in welcher je nach Antikörper verschieden langer Belichtung 
eines Röntgenfilmes das Signal detektiert werden konnte. 
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Einen Sonderfall stellte der Antikörper gegen ephrin-A1 (sc20719, Santa Cruz 
Biotechnologies) dar. Für diesen Antikörper musste die Blocklösung vor Verwendung durch 
einen Faltenfilter filtriert werden, um kleinere Konglomerate von Milchpulver zu beseitigen. 
Die verwendeten Antikörper sind in Tabelle 3.2 aufgelistet. 
Tabelle 3.2 verwendete Antikörper für den Western Blot 




200 µg/ml 1:1.000 
monoclonal rabbit-anti-EphA2 Cell Signaling n.a. 1:1.000 
monoclonal rabbit-anti-EphA2 
(Y588) 
Cell Signaling n.a. 1:1.000 
monoclonal rabbit-anti-EphA2 
(S897) 








400 µg/ml 1:2.500 
sheep-anti-mouse HRP-konjugiert Amersham n.a. 1:10.000 
Trenngel:
x ml 30 % Acrylamid 4K-Lösung (37,5:1) 
2,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8 
200 μl 10 % (v/v) SDS-Lösung 
8,6 μl TEMED 
ad 10 ml VE-H2O 
50 μl 100 mg/ml APS 
Sammelgel:
750 μl 30 % Acrylamid 4K-Lösung (37,5:1) 
1,3 ml 0,5 M Tris ; pH 6,8 
100 μl 10 % (v/v) SDS-Lösung 
4,3 μl TEMED 
ad 5 ml VE-H2O 
50 μl 100 mg/ml APS 
Elektrophorese-Laufpuffer:
100 mM Tris 
1 % (w/v) SDS 
200 mM Glycin 
Transferpuffer:
20 mM Tris 
190 mM Glycin 
20 % (v/v) Methanol 
TBS:
150 mM NaCl 
50 mM Tris 
pH 8,0 
0,1 % TBST:




5 % (w/v) Magermilchpulver in 0,1 % TBST 
für EphA2-Antikörper: 
5 % (w/v) BSA in 0,1 % TBST 
3.2.4 Quantifizierung der Western Blots 
Die Western-Blots wurden densitometrisch mit dem Programm Quantity One (Version 4.3.0, 
Bio-Rad) ausgewertet. Die Werte für ephrin-A1 und EphA2 wurden auf β-Aktin normiert.  
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3.3 Molekularbiologische und gentechnische Methoden 
3.3.1 RNA-Isolation  
Zur Extraktion der Gesamt-RNA aus den Zellkulturen wurden das Nucleo Spin® RNA II und 
das Nachfolgeprodukt Nucleo Spin® RNA Kit (Macherey-Nagel) unter RNase-freien 
Bedingungen verwendet. Zur Elimination von genomischer DNA wurde im Rahmen der 
RNA-Isolation entsprechend den Herstellerangaben eine DNase-Behandlung durchgeführt. 
Die Zellen wurden mit 350 µl Lysepuffer direkt auf den Zellkulturgefäßen lysiert. Nach dem 
weiteren Procedere gemäß den Herstellerangaben erfolgte die Eluation der RNA mit 40 µl 
RNase-freien Wassers. Es erfolgte die Zugabe von 40 U RiboLock RNase Inhibitor (Thermo 
Scientific), um den RNA-Abbau im Eluat durch RNasen zu verhindern. 
Die weitere Lagerung der isolierten RNA-Proben erfolgte bei -80°C.  
3.3.2 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren 
Die Bestimmung der Konzentrationen von Nukleinsäuren erfolgte photometrisch. Hierzu 
wurden die Nukleinsäure-Proben im Verhältnis 1:34,̅3̅  in DEPC-Wasser verdünnt und auf 
eine UV-durchlässige 96-Well-Platte aufgetragen. Es folgte die Messung der Extinktionen bei 
260 und 280 nm, welche gegen den Leerwert abgeglichen wurden. Die Konzentration der 
jeweiligen Nukleinsäuren wurde mit folgender Formel berechnet: 




	 	 	 	 	 	 50	für	dsDNA	
	 	 	 	 	 	 40	für	RNA	
	 	 	 	 	 	 33	für	ssDNA	
Mit dieser Methode konnte gleichzeitig der Reinheitsgrad der Nukleinsäurelösung überprüft 
werden. Hierzu wurde der Quotient aus der Absorption bei 260 nm und der Absorption bei 
280 nm verwendet. Die Werte sollten für DNA-Lösungen bei ca. 1,8 und für RNA-Lösungen 
bei ca. 2 liegen; Werte unterhalb von 1,6 deuteten auf Verschmutzung hin. Allerdings 
nehmen Salzgehalt und pH des Verdünnungsmittels Einfluss auf diesen Quotienten 
(Wilfinger et al., 1997), so dass der Quotient kritisch zu bewerten ist. 
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3.3.3 Reverse Transkription 
Für die reverse Transkription von RNA in cDNA wurde das Revert AidTM H Minus First Strand 
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben verwendet. Hierzu wurde 
1 µg der Gesamt-RNA eingesetzt. Der für die cDNA-Synthese verwendete Reaktionsansatz 
ist in Tabelle 3.3 aufgeführt.  
Die cDNA-Lösung wurde anschließend mit 20 µl Tris-Cl pH 8,0 auf eine Konzentration von 
25 ng/µl (bezogen auf die eingesetzte Gesamt-RNA) verdünnt. 
Tabelle 3.3 verwendeter Reaktionsansatz für die reverse Transkription 
RNA (1 µg) x µl
Oligo(dT)18 1 µl
5x Reaktionspuffer 4 µl
dNTP Mix 2 µl
RNase-Inhibitor (20 U/µl) 1 µl
RevertAid H Minus M-MuLV RT (200 U/µl) 1 µl
DEPC-Wasser ad 20 µl
3.3.4 real-time PCR 
Die relative Quantifizierung der mRNA-Expressionsprofile verschiedener Gene wurde mit 
Hilfe des Maxima SYBR Green/Fluorescein qPCR Master Mix (Thermo Scientific) in einer 
real-time PCR (Polymerase Chain Reaction) realisiert. In dieser speziellen PCR werden die 
über die Oligonukleotidprimer spezifisch selektierten DNA-Abschnitte durch zyklische 
Reaktionen amplifiziert und über einen fluoreszierenden DNA-Interkalator wie zum Beispiel 
SYBR Green über Fluoreszenzmessung quantifizierbar gemacht.  
Es wurde folgender Reaktionsansatz für die real-time PCR verwendet: 
Tabelle 3.4 verwendeter Reaktionsansatz für die real-time PCR 




cDNA (25 ng/µl) 1,5 µl
Primermix (5 pmol/µl (+) und (-) Primer) 0,9 µl
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Für die Amplifikation der DNA-Abschnitte wurde folgendes Temperaturprotokoll verwendet: 
Tabelle 3.5 verwendetes Protokoll für die real-time PCR 
Zyklen Temperatur Dauer
 Initiale Denaturierung 95°C 8 min 
40 
Denaturierung 95°C 20 s 
Anlagerung (Fluoreszenzmessung) 58°C 40 s 
Elongation (Fluoreszenzmessung) 72°C 20 s 
 Finale Elongation 72°C 2 min 
72 Schmelzpunktanalyse (Fluoreszenzmessung) 
60°C – 95°C 
(0,5 K/Zyklus) 
4 s 
Die Auswertung der real-time PCR wurde mit Hilfe der CFX ManagerTM Software (Version 
3.0, Bio-Rad) vorgenommen. Diese diente der Ermittlung der ct-Werte, welche die 
Zyklenanzahl widerspiegeln, an denen sich die gemessene Fluoreszenz gerade von der 
Hintergrundfluoreszenz abhebt.  
Die Grundlage für die Auswertung der Expressionsdaten stellt die ∆∆ct-Methode dar (Livak 
and Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001; Vandesompele et al., 2002). 
3.3.5 Extraktion und Fällung von DNA 
Die Aufreinigung von DNA-Lösungen, welche häufig durch Proteine verunreinigt sind, 
erfolgte durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion (Chomczynski and Sacchi, 1987). Dabei 
wurde der Nukleinsäurelösung ein gleicher Volumenteil eines Phenol-Chloroform-
Isoamyalkohol-Gemisches zugesetzt. Es folgten die Vermischung der beiden Komponenten 
und die Zentrifugation über 5 min bei 4°C und 18.800xg. Die Interphase mit den 
Verunreinigungen und die untere Phase wurden verworfen, die obere wässrige Phase wurde 
in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Dieser wurde nun ein gleicher Volumenteil 
Chloroform-Isoamylalkohol zugesetzt. Nach der Vermengung folgte ein weiterer 
Zentrifugationsschritt (5 min, 4°C, 18.800xg). Die wässrige Phase wurde danach erneut in 
ein neues Reaktiongefäß überführt. 
Zur weiteren Reinigung der DNA wurde diese nun nach dem Prinzip der Alkohol-Fällung mit 
3 M Natriumacetat pH 5,2 versetzt. Die Zielkonzentration des Natriumacetats vor Zugabe 
des Alkohols betrug 0,3 M. Es folgte die Zugabe des 2,5-fachen Volumens an absolutem 
Ethanol, die vorsichtige Vermengung und eine Inkubation über 30 min bei -20°C. Danach 
wurde die DNA durch Zentrifugation über 5 min bei 4°C und 18.800xg pelletiert. Nach 
Verwerfen des Überstandes folgten drei Waschschritte mit 70 %-igem Ethanol. Zum Schluss 
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wurde das DNA-Pellet nach Abdampfen des Waschalkohols in sterilem Wasser gelöst und 
ein Teil zur Abschätzung der Konzentration auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe Abschnitt 
3.3.6) oder die Konzentration photometrisch bestimmt (Vgl. 3.3.2). 
Phenol-Chloroform-Isoamyalkohol:
Phenol pH 8,0 (25 Volumenteile) 
Chloroform (24 Volumenteile) 
Isoamylalkohol (1 Volumenteil) 
Chloroform-Isoamylalkohol:
Chloroform (24 Volumenteile) 
Isoamylalkohol (1 Volumenteil) 
3.3.6 Agarosegelelektrophorese 
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Elektrophorese erfolgte in 0,8 % (w/v)- 
(Fragmentlängen über 1.500 bp) bis 2 % (w/v)-igen (Fragmentlängen unter 1.500 bp) 
Agarosegelen in 1xTAE-Puffer, versetzt mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid (Bio-Rad). 
Die Proben wurden vor Auftrag mit 1/5 Volumen 6x DNA Ladepuffer versetzt. Anschließend 
folgte die elektrophoretische Auftrennung bei 100 V in 1xTAE. Zur Abschätzung des 
Molekulargewichtes wurden je nach Fragmentgröße die Gene Ruler 50 bp bzw. 1kb DNA 
Ladder (Thermo Scientific) mit aufgetragen. Gleichzeitig ist über diese eine grobe 
Abschätzung der DNA-Menge möglich. 
Die DNA-Ethidiumbromidkomplexe wurden über einen UV-Transilluminator bei 312 nm 
detektiert. 
50x TAE:
242 g Tris 
57,1 ml Eisessig 
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
ad 1000 ml H2O 
6x DNA Ladepuffer:
30 % (v/v) Glycerol 
0,05 % (w/v) Bromphenolblau 
1 Tropfen 1 M Tris-Lösung 
3.3.7 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das NucleoSpin® Gel and 
PCR Clean-Up Kit (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben verwendet. Die Aufreinigung 
erfolgte hierbei über eine Silica-Membran. 
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3.3.8  Restriktionsspaltungen 
Restriktionsspaltungen von DNA-Fragmenten wurden mit einem Richtwert von ca. 
3 U Restriktionsenzym je µg DNA und dem Einsatz von maximal 1 µl Enzym pro 
10 µl Ansatz in folgendem Reaktionsansatz oder einem Vielfachen dessen verwendet: 
Tabelle 3.6 Reaktionsansatz für Restriktionsspaltungen 
DNA (0,2-1 µg je Ansatz) x µl
Restriktionsenzym (10 U/µl) 0,2-1 µl
10x Reaktionspuffer 1 µl
10x BSA (nur bei Enzymen der Firma NEB) 1 µl
H2O ad 10 µl
Für die Restriktionsenzyme wurde jeweils der optimale Puffer verwendet. Wurden in einem 
Reaktionsansatz mehrere Enzyme gleichzeitig verwendet, wurde der Puffer so gewählt, dass 
die höchste Aktivität beider Enzyme garantiert wurde.  
Die Inkubation der Reaktionsansätze erfolgte bei nach Herstellerangaben optimaler 
Temperatur für 60 min bis über Nacht.  
Zur Verhinderung der Rezirkulation der im Restriktionsverdau linearisierten DNA-Vektoren 
wurden diese im direkten Anschluss an diesen mit 1 U FastAP Thermosensitive Alkaline 
Phosphatase (Thermo Scientific) je µg DNA-Fragment für 10 min bei 37°C inkubiert. Zur 
Inaktivierung und Lösung der FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase von der DNA 
folgte die Inaktivierung bei 75°C über 10 min unter Zusatz von 1 µl 20 %-igen SDS 
je U Alkalischer Phosphatase.  
Das Abstoppen aller Reaktionen erfolgte durch Zugabe von 2 µl 6x DNA-Ladepuffer je 10 µl 
Ansatz. 
3.3.9 Ligation von DNA-Fragmenten mit der T4-DNA-Ligase 
Für die Ligation der DNA-Fragmente wurde die linearisierte Vektor-DNA mit der zu 
insertierenden DNA in einem molaren Verhältnis von 1:2 bis 1:4 vermischt, mit 2 µl 10x T4-
Ligase-Puffer (Zielkonzentration 1x) und 3 U T4-Ligase (3 U/µl, Promega) versetzt und mit 
H2O auf ein Gesamtvolumen von 20 µl aufgefüllt. Der Reaktionsansatz wurde über Nacht bei 
16°C inkubiert. 
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3.3.10 Kultivierung von Escherischia coli
Die Kultivierung von E. coli erfolgte in LB-Medium (Carl Roth) bzw. auf LB-Agarplatten (Carl 
Roth) unter Zusatz von 30 µg/ml Kanamycin oder 100 µg/ml Ampicillin bei 37°C. Mit 
pAdenoX-Plasmiden transformierte Stbl2-Kulturen wurden bei 30°C kultiviert. 
3.3.11 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli
Die Transformation von Plasmid-DNA in E. coli erfolgte mittels Hitzeschock-Methode. Dabei 
wurden hitzekompetente E. coli auf Eis aufgetaut. 100 µl dieser Suspension wurden mit 5 µl 
der zu transformierenden Plasmid-DNA (entspricht 50 ng) versetzt, vermischt und für 30 min 
auf Eis inkubiert. Es folgte der Hitzeschock für 45 s bei 42°C. Danach wurde das Gemisch 
sofort wieder auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 900 µl SOC-Medium folgte die Inkubation bei 
200 rpm und 37°C über 90 min. Die Suspension wurde nun auf LB-Agarplatten mit 
entsprechendem Antibiotikazusatz ausgestrichen und über Nacht bei 37°C bzw. 30°C (siehe 
Abschnitt 3.3.10) kultivert. 
3.3.12 Plasmid-DNA-Isolation aus E. coli
Die Isolation von Plasmiden aus E. coli erfolgte auf Grundlage der Methode der Alkalischen 
Lyse (Birnboim and Doly, 1979) unter Nutzung des NucleoSpin® Plasmid Kits (Macherey-
Nagel) gemäß den Herstellerangaben. 
3.3.13 Konstruktion eines adenoviralen Vektors zur Überexpression von ephrin-A1 
3.3.13.1 Amplifikation des ephrin-A1-kodierenden Genabschnittes mittels PCR 
Die Amplifikation der Ziel-DNA erfolgte unter Nutzung des FastStart High Fidelity PCR 
System (Roche) mit den in Tabelle 3.7 angegebenen Oligonukleotiden. Der verwendete 
Reaktionsansatz und das zugehörige Temperaturprotokoll sind in Tabelle 3.8 und Tabelle 
3.9 dargestellt.  Im Anschluss an die Amplifikation wurden die DNA-Fragmente mittels 
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und aus dem Gel extrahiert. 
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Tabelle 3.7 verwendete Klonierungsprimer 







Tabelle 3.8 PCR-Ansatz zur Amplifikation von hsEFNA1 
Template cDNA (25 ng/µl) 2 µl
10x FastStart High Fidelity Reaction Buffer
(mit 18 mM MgCl2, Roche) 
5 µl
(+)-Primer (10 µM) 1 µl
(-)-Primer (10 µM) 1 µl
dNTP (10 mM, Roche) 1 µl
FastStart High Fidelity Enzyme Blend
(5 U/µl, Roche) 
1 µl
H2O 39 µl
Tabelle 3.9 Temperaturprogramm zur Amplifikation von hsEFNA1 
Zyklen Temperatur Dauer
 Initiale Denaturierung 95°C 2 min 
6 
Denaturierung 95°C 30 s 
Anlagerung  55°C 30 s 
Elongation  72°C 2 min 40 s 
31 
Denaturierung 95°C 30 s 
Anlagerung  58°C 30 s 
Elongation  72°C 2 min 40 s 
 Finale Elongation 72°C 5 min 
3.3.13.2 Vorbereitung des ephrin-A1-Fragmentes mittels TA-Cloning
Die Vorbereitung des zuvor amplifizierten ephrin-A1-Fragmentes erfolgte mittels TA-Cloning
(Holton and Graham, 1991; Marchuk et al., 1991).  
An die 3‘-Enden der ephrin-A1-PCR-Produkte wurden bereits während der Amplifikation 
durch die Taq-Polymerase Adenin-Nukleotide angehangen. Die Vorbereitung des 
pGEM®-T Easy-Vektors erfolgte über einen Restriktionsverdau mit EcoRV (Vgl. 3.3.8). 
Anschließend wurde der linearisierte Vektor über das NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up
Kit (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben gereinigt. Mit Hilfe der terminalen 
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Desoxyribonukleotidyltransferase (engl. terminal deoxynucleotide transferase, TdT) wurde an 
das glatt geschnittene 3‘-Ende nun jeweils ein ddTTP angehangen. Folgender Ansatz wurde 
dabei verwendet: 
Tabelle 3.10 Reaktionsansatz für die TdT 
Eluat mit aufgereinigtem und linearisertem  pGEM®-T Easy 62 µl
5x TdT Puffer 16 µl
1mM ddTTP 1,6 µl
TdT 4 µl
Nach 15 min Inkubation bei 37°C wurden 6 µl 0,5 M EDTA zugegeben und der Ansatz über 
das NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up Kit (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben 
gereinigt. Es folgte die Ligation des ephrin-A1-Fragmentes und des linearisierten 
pGEM®-T Easy-Vektor mit Hilfe der T4-Ligase (siehe Abschnitt 3.3.9). Es erfolgten der 
Auftrag und die Reinigung über eine Agarosegelelektrophorese (3.3.6) sowie die 
Transformation in E. coli Stbl2 (3.3.11). Diese wurden über Nacht bei 37°C auf Ampicillin-
haltigem LB-Agar kultiviert. Nach Vermehrung einzelner Klone in Ampicillin-haltigem LB-
Medium und Isolation der Plasmide wurden positive Rekombinaten über einen Testverdau 
mit NcoI und EcoRI identifiziert. Die Integrität des pGEM®-T Easy-EFNA1-Plasmides wurde 
mittels Sequenzierung überprüft (Max-Planck Institut für molekulare Zellbiologie und Genetik, 
Dresden). 
3.3.13.3 Klonierung in den adenoviralen Vektor - Konstruktion von pAdenoX-EFNA1 
Um 5‘-überhängende Enden zu generieren, wurden das im pGEM®-T Easy lokalisierte 
ephrin-A1-Fragment sowie der vorübergehende Zielvektor pShuttle mit NheI und KpnI mittels 
Restriktionsverdau geschnitten (siehe Abschnitt 3.3.8). Es folgte die Aufspaltung und 
Aufreinigung dieser über eine Agarosegelelektrophorese (Vgl. 3.3.6 und 3.3.7). 
Anschließend wurden das PCR-Fragment und der linearisierte pShuttle-Vektor mittels T4-
DNA-Ligase ligiert und darauf folgend in E. coli Stbl2 transformiert (siehe 3.3.9 und 3.3.11). 
Die transformierten Stbl2-E. coli wurden auf Kanamycin-haltigen LB-Agarplatten 
ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert.  
Es folgte die Vermehrung einzelner Klone in Kanamycin-haltigem LB-Medium bei 37°C und 
200 rpm über Nacht. Aus der Bakteriensuspension gewonnene Plasmide wurden mit NcoI 
und PstI einem Testverdau zugeführt und somit positive Rekombinanten identifiziert.  
Die Expressionskassette stellt den Bereich des pShuttle dar, der die CMV-Promotor-Region 
und das klonierte ephrin-A1-PCR-Fragment enthält. Sie wird von Schnittstellen für I-CeuI und 
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PI-SceI flankiert. Zur Umklonierung der Expressionskassette aus pShuttle-EFNA1 in den 
Zielvektor pAdenoX wurden beide Vektoren in einem Restriktionsverdau mit I-CeuI und 
PI-SceI geschnitten. Es erfolgte die Auftrennung und Aufreinigung über ein Agarosegel. 
Anschließend wurden die Expressionskassette und der linearisierte Zielvektor ligiert und in 
E. coli Stbl2 transformiert. Diese wurden bei 30°C auf Ampicillin-haltigem LB-Agar kultiviert. 
Die anschließende Identifikation positiver Rekombinanten aus den erhaltenen Klonen (s.o.) 
wurde mittels AflII-Restriktionsverdau durchgeführt. 
Abb. 3.1 Schematische Darstellung der Kontruktion von pAdenoX-EFNA1  
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3.3.13.4 Generierung von Adenoviren 
Über einen Restriktionsverdau mit PacI wurden 5 µg des konstruierten zirkulären Vektors 
pAdenoX-EFNA1 linearisiert, gemäß Abschnitt 3.3.5 aufgereinigt und in 113 µl sterilem 
Wasser gelöst. Davon wurden 5 µl zur Kontrolle auf ein Agarosegel aufgetragen. Der Rest 
wurde durch Calciumphosphat-Präzipitation (Sigma-Aldrich) in HEK293-Zellen in 
Zellkulturschalen (6 cm) transfiziert. Es wurde folgender Ansatz verwendet: 
Tabelle 3.11 Ansatz für die Calciumphosphat-Präzipitation 
adenovirale DNA (mit PacI linearisiert, 
aufgereinigt, in H2O gelöst) 
108 µl
2,5 M CaCl2-Lösung 12 µl
Das CaCl2/Plasmid-DNA-Gemisch wurde tropfenweise unter kontinuierlichem Vortexen zu 
120 µl 2x HBS-Lösung zugegeben. Anschließend erfolgte eine Inkubation über 20 min bei 
Raumtemperatur, um die Ausbildung von Calciumphphosphat-DNA-Präzipitaten zu 
ermöglichen. Die Suspension wurde nun tropfenweise auf die HEK293-Zellen pipettiert und 
durch Schwenken des Kulturgefäßes gleichmäßig verteilt. Nach einer Inkubation über 6 h bei 
37°C und 5 % CO2 im Brutschrank erfolgte ein vorsichtiger Mediumwechsel. 
Der zytopathische Effekt (CPE) wurde täglich kontrolliert und trat bei erfolgreicher 
Transfektion innerhalb von ca. 7 d ein. Hierbei rundeten sich in zunehmendem Maße 
infizierte Zellen ab und lösten sich von der Zellkulturplatte.  
Zur Ernte des viralen Überstandes wurden die noch anhängenden HEK293 mit dem Medium 
abgespült, die Zell-Medium-Suspension in ein Falcon-Röhrchen überführt und für 5 min bei 
3.500 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das überstehende Medium wurde bis auf 1 ml 
abgenommen und die Zellen in diesem resuspendiert. Durch dreimaliges Einfrieren in 
flüssigem Stickstoff, dem anschließendem Auftauen im 37°C-warmen Wasserbad und 
Vortexen wurden die Zellen lysiert und das Adenovirus somit freigesetzt. Die Zelltrümmer 
wurden bei 3.500 rpm und Raumtemperatur 5 min abzentrifugiert. Der Adenoviren 
enthaltende Überstand wurde zur Neuinfektion von zwei Zellkulturschalen ( 10 cm) mit 
HEK293-Zellen weiter verwendet. Nach erneutem Ausbilden des CPE erfolgte der 
Aufschluss der Zellen wie oben beschrieben über drei freeze-thaw-Zyklen. Der Überstand 
von ca. 1 ml wurde zu je 200 µl aliquotiert und als primäre Virus-Stock-Lösung bei -80°C 
gelagert. 
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3.3.13.5 Herstellung eines high-titer-Stocks und CsCl-Gradientenaufreinigung 
Zur Herstellung einer high-titer-Virusstocklösung wurden 10 Zellkulturschalen (Ø 15 cm) 
konfluenter HEK293-Zellen mit ca. 20 µl/Zellkulturschale des primären Viruskonzentrates 
infiziert. Der CPE trat innerhalb von 72 h ein und die Zellen wurden wie in Abschnitt 3.3.13.4 
beschrieben mit drei freeze-thaw-Zyklen lysiert und damit das Virus freigesetzt.  
Die Aufreinigung der isolierten Adenoviren erfolgte mittels Cäsiumchlorid-
Dichtegradientenzentrifugation. Zur Generierung eines Gradienten wurden 1,5 ml einer 
CsCl-Lösung (ρ = 1,245 g/cm³) in ein Ultrazentrifugenröhrchen (Polyallomer Bell-top Quick-
Seal Centrifuge Tubes 16 x 57 mm, Beckman Coulter) gegeben. Es folgten eine erste 
Unterschichtung dieser Lösung mit 2 ml einer CsCl-Lösung (ρ = 1,320 g/cm³) und eine 
weitere Unterschichtung beider bisherigen Ebenen mit 1 ml CsCl-Lösung (ρ = 1,440 g/cm³). 
Anschließend wurde der geerntete Überstand der HEK293-Zellen (ca. 3 ml) auf den 
entstandenen Dichtegradienten geschichtet und das Röhrchen, wenn notwendig, mit PBS 
aufgefüllt und luftblasenfrei verschweißt. Für die Zentrifugation über 2 h bei 141.280xg und 
10°C wurde der Beckman Coulter Rotor MLA-80 verwendet. Nach erfolgreicher 
Zentrifugation entstanden zwei opaleszente Banden, von denen die obere die leeren und 
defekten Viruspartikel und die untere die intakten Adenoviren enthielt. Das 
Ultrazentrifugenröhrchen wurde unterhalb der  unteren Bande vorsichtig mit einer 18 G x 1,5“ 
Kanüle (BD Bioscience) durchstochen und die intakten viralen Partikel abgezogen. Die 
Viruslösung wurde nun in eine Dialysekammer überführt (Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassette
10.000 MWCO, Pierce) und mit 2 l Dialysepuffer dialysiert. Ein Wechsel des Dialysepuffers 
wurde nach 1, 2 und 18 h nach Beginn vorgenommen. Die Gesamtdauer betrug 24 h. Nach 
Abnahme des Virus aus der Dialysekammer wurde dieses zur Lagerung mit 1/9-Volumenteil 
Glycerol versetzt, zu je 50 µl aliquotiert und bei -80°C gelagert. 
10x TD-Puffer:
80 g NaCl 
3,8 g KCl 
30 g Tris 
1 g Na2HPO4
ad 1l VE-H2O, pH mit HCl auf 7,4 
CsCl-Gradientenlösungen:
ρ = 1,245 g/cm³: 54,0 g CsCl 
ρ = 1,320 g/cm³: 66,6 g CsCl 
ρ = 1,440 g/cm³: 77,6 g CsCl 
in 200 ml 1x TD-Puffer lösen und die Dichte 




10 mM Tris-HCl pH 8,0 
135 mM NaCl 
1 mM KCl 
1 mM MgCl2
1 % (v/v) Glycerol 
3.3.13.6 Titerbestimmung 
Die Bestimmung des Titers der Viruslösung wurde mit Hilfe des Adeno-XTM Rapid Titer Kits
(Clontech) nach Herstellerangaben durchgeführt. Dazu wurden 2,5 x 105 HEK293-Zellen je 
Kavität einer 24-Well-Platte ausgesät und mit Verdünnungsstufen von 10-2 bis 10-7 der 
Viruslösung infiziert. Nach einer Inkubation über 48 h im Brutschrank erfolgte die Fixierung 
mit eiskaltem Methanol. Nach der Sättigung unspezifischer Bindungsstellen, folgten die 
Inkubation mit dem primären Antikörper gegen das Hexon-Protein und dem sekundären 
HRP-gekoppelten Antikörper. Anschließend wurde mit 3,3‘-Diaminobenzidin gefärbt. Über 
die Auszählung positiver gefärbter Zellen und der zugehörigen Verdünnung erfolgte die 
Bestimmung des Titers über folgende Formel: 
    	
. ä    

ä 
   ü
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3.4 Scratch Assay 
Der so genannte Scratch Assay stellt eine günstige und einfach durchzuführende Methode 
zur Beurteilung von Proliferation und Migration beeinflussenden Parametern dar (Liang et al., 
2007). Dabei wird einem konfluenten Zellmonolayer eine künstliche Wunde zugefügt und 
somit der Wundverschluss über Zellproliferation und -migration induziert. 
Zunächst erfolgte eine Beschichtung der Zellkulturgefäße (6-Well-Platten) mit Collagen. 
Dazu wurde warme Collagen Solution Type 1 (0,1 % in 0,1 N Essigsäure, Sigma) 1:10 in 
warmem PBS verdünnt, Oberflächen bedeckend auf die Zellkulturschalen aufgetragen und 
für ca. 30 bis  60 min im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO2 inkubiert. Es folgten zwei 
Waschschritte mit warmen PBS.  
Nun wurden je 3 x 105 HUVEC pro Kavität einer 6-Well-Platte aufgetragen (jeweils 9,6 cm²). 
Unter optimalen Wachstumsbedingungen wurde der Versuch bis zur kompletten 
Kontaktinhibition der HUVEC für weitere 3 d im Brutschrank belassen, woraufhin das Kratzen 
mit einer 1.000 µl-Pipettenspitze zur Erzeugung eines Defektes im Zellmonolayer erfolgte. 
Zur Optimierung der Wiederholbarkeit des Versuches wurden die Kratzer so angebracht, 
dass entweder acht oder 16 gleich große Kreisausschnitte entstanden. Als Kontrollgruppe 
wurden gleich behandelte HUVEC ohne Kratzer verwendet. 
Nach dem Zufügen der „Wunde“ wurde der Zelldetritus durch zweimaliges mit warmen PBS 
entfernt. Es erfolgte eine weitere Inkubation für 2 h (Protein), 24 h (RNA und Protein) oder 
48 h (Protein) in Endothelzellmedium bis zur Entnahme der RNA- und Protein-Proben zur 
Analyse verschiedener ephrin-Liganden und Eph-Rezeptoren während des 
Wundverschlusses mittels real-time RT-PCR und Western Blot. 
3.5 Beurteilung der Zellproliferation mittels BrdU-Inkorporation 
Zur Beurteilung der aktiven Proliferation von HUVEC wurde der Cell Proliferation ELISA, 
BrdU (colorimetric) (Roche) gemäß den Herstellerangaben verwendet. Dazu wurden in 
siebenfacher Bestimmung je 5.100 HUVEC pro Kavität einer mit Collagen beschichteten 
96-Well-Platte nach jeweiliger Transfektion mit siRNA oder der Infektion mit Adenoviren 
aufgetragen und für 24 h im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Es erfolgten ein 
Mediumwechsel und die Zugabe von 10 µl BrdU labeling solution je Kavität mit einer 
Endkonzentration von 10 µM BrdU. Die HUVEC wurden nun über einen Zeitraum von 8 h mit 
der BrdU-Lösung im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Medium abgeklopft, die Platte 
unter dem Abzug getrocknet und bis zur Durchführung des ELISAs bei 4°C gelagert. 
Proliferierende Zellen inkorporierten das Pyrimidinanalogon 5-Bromo-2‘-Desoxyuridin an 
Stelle von Thymidin zum Einbau in die DNA. In einem Immunoassay konnte das 
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inkorporierte BrdU anschließend über eine Anti-BrdU-POD detektiert und mit einem 
Photometer colorimetrisch quantifiziert werden. 
3.6 Wundheilungsassay 
Abb. 3.2 Durchführung eines Wundheilungsassays (Woundhealing Assays) Nach Beschichtung 
mit Collagenase Typ 1 und zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Aussaat von HUVEC mit einer 
Konzentration von 3 x 10
5
 /ml. Das Auftragsvolumen betrug  80 µl. Nach 24 h Inkubation bei 37°C und 
5 % CO2 wurde das Silikon-Insert entfernt, die Zellen mit Medium überschichtet und die 
Datenaufnahme gestartet. (Abbildung von ibidi, 2018) 
Zur weiteren Standardisierung von Woundhealing-Versuchen, die den Einfluss von ephrin-
Liganden und Rezeptoren auf die beteiligten Prozesse von Migration und Proliferation 
untersuchten, wurden Culture-Inserts (ibidi) im µ-Dish35mm, high oder im µ-Slide 8 well (beide 
ibiTreat, tissue culture treated, steril, ibidi) genutzt. 
Das grundlegende Procedere umfasste zunächst eine Beschichtung der beiden Kavitäten 
der Culture-Inserts (ibidi) wie in Abschnitt 3.4 beschrieben mit Collagen Solution Type 1
(0,1 % in 0,1 N Essigsäure, Sigma) 1:10 in PBS verdünnt. Nach dem Waschen mit PBS 
erfolgte die Aussaat von 80 µl HUVEC, welche am Vortag einer Transfektion mit siRNA oder 
Infektion mit AdX-lacZ oder AdX-EFNA1 unterzogen wurden. Die Konzentration der 
aufgetragenen Zellsuspension betrug 3 x 105 Zellen/ml. Es folgte eine Inkubation bei 37°C 
und 5 % CO2 im Brutschrank über Nacht, um ein Adhärieren der Zellen zu gewährleisten. 
Anschließend wurde das Silikon-Inserts mit einer sterilen Pinzette entfernt, so dass der 
definierte Spalt von 500 µm ± 10 % (nach Herstellerangaben) Größe zwischen den zwei 
Zellfronten freigegeben wurde. Eventuell entstandener Zelldetritus wurde durch einmaliges 
Spülen mit Medium entfernt und die Zellen mit Medium überschichtet. Es folgte die 
Datenerhebung mittels Lichtmikroskop über einen Zeitraum von bis zu 24 h. 
Die grundlegende Durchführung dieses Versuches ist in Abb. 3.2 dargestellt. 
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3.6.1 Grundversuch 
In initialen Versuchen wurde zunächst der Einfluss einer siRNA-vermittelten Hemmung von 
ephrin-A1- und EphA2 oder der adenoviralen Überexpression von ephrin-A1 auf den 
Spaltverschluss eines Woundhealing Assays untersucht. 
Vor dem oben beschriebenen Procedere erfolgte entweder die Transfektion von HUVEC mit 
si472 oder si2181 und der zugehörigen Kontrolle siScramble (siCo) oder die Infektion mit 
AdX-EFNA1 und dem Kontrollvirus AdX-lacZ. Je Bedingung wurde jeweils ein komplettes 
Insert verwendet und es folgte der parallele Vergleich von Bedingung und jeweiliger 
Kontrolle. 
Nach Entfernung des Inserts wurde die Datenerhebung über die manuelle Aufnahme des 
gesamten Spaltes in 9 bis 10 Einzelbildern am Axiovert S100 (Zeiss) vorgenommen. Der 
Spalt wurde alle 2 h wiederholt aufgenommen. Insgesamt umfasste der 
Beobachtungszeitraum eine Phase von 10 bis 12 h. In diesem Zeitraum konnte ein 
durchschnittlicher Spaltverschluss von 60 bis 80 % detektiert werden. Zwischen den 
möglichst kurzen Akquirierungsphasen erfolgte die Inkubation im Brutschrank unter 
optimalen Wachstumsbedingungen.  
Zur Versuchsauswertung wurden die Einzelbilder eines jeden Zeitpunktes mit Adobe®
Photoshop® CS3 Extended (Version 10.0, Adobe) zu einem Gesamtbild des Spaltes 
zusammen gesetzt. Die Auswertung der noch nicht bewachsenen Fläche erfolgte nach 
Verwerfen der jeweils ersten 1.000 Pixel ab Spaltbeginn über eine Spaltlänge von 
7000 Pixeln. 
Kriterien die zum Ausschluss eines Versuches aus der Auswertung führten, waren ein 
bereits zu Versuchsbeginn bestehender partieller Spaltverschluss einer Versuchsbedingung, 
eine extreme Abweichung der Ausgangsspaltbreite zwischen den Versuchsbedingungen 
durch Fertigungsfehler oder der komplette Ausfall der Migration und Proliferation einer 
Zelllinie. 
3.6.2 live cell imaging mittels Hellfeldmikroskopie  
Zur genaueren Untersuchung des Migrationsverhaltens von HUVEC unter siRNA-vermittelter 
Hemmung von ephrin-A1und EphA2 sowie adenoviraler Überexpression von ephrin-A1 
wurde eine live cell imaging-Variante des Woundhealing Assays entwickelt. 
Die zu untersuchenden Bedingungen umfassten einerseits die siRNA-vermittelte Hemmung 
mit siScramble und si472, si218 oder si177 und si2181, andererseits die adenovirale 
Überexpression von β-Galactosidase (AdX-lacZ) und ephrin-A1 (AdX-EFNA1). Es erfolgte 
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eine Aussaat der entsprechenden HUVEC in die Kavitäten des Culture-Inserts (ibidi) 
entsprechend dem im Abschnitt 3.6 geschildertem Ablauf. 
Nach Entfernung des Inserts erfolgte die Inkubation bei 37°C in mit 20 mM HEPES 
gepuffertem Endothelzellmedium, da das Aufnahmesystem (Axiovert 100M (Zeiss) mit 
Inkubationskammer) nur eine Heizung, jedoch keine CO2-Zufuhr besaß. Im System wurde 
automatisch alle 2 bzw. 5 min eine Brightfield-Aufnahme einer Längseinstellung des Spaltes 
in 10-facher Vergrößerung über einen Zeitraum von 24 h aufgenommen.  
Das Verfolgen der einzelnen Zellpfade wurde manuell über das ImageJ-Plugin 
ManualTracking bis zum Spaltverschluss durchgeführt. Zur Vereinheitlichung aller 
durchgeführten Versuche, und somit der Verbesserung der Vergleichbarkeit sowie der 
Reduktion der Datenmengen wurden die Aufnahmen so konvertiert bzw. reduziert, dass sich 
zwischen den Aufnahmen immer eine Zeitspanne von 10 min befand. Hierbei wurden je 
Versuchsgruppe zirka 40 bis 50 Zellpfade verfolgt.  
Die entstandenen Daten wurden so aufbereitet, dass eine Auswertung mit dem Chemotaxis 
and Migration Tool (ibidi) erfolgen konnte. Die hieraus gewonnen Daten umfassen den XY-
Migrationsplot, die durchschnittliche Wanderungsgeschwindigkeit sowie den Parameter der 
Directness und eine Streuungsanalyse über den Rayleigh-Test. 
Die Directness wird aus einem Vergleich des Euklidischen Abstands zur akkumulierten 
Entfernung berechnet und stellt dadurch – bezogen auf die Bewegungslinie einer 
migrierenden Zelle – ein Maß für die Geradlinigkeit der Migration dar. Der Rayleigh-Test ist 
ein statistischer Test für die Homogenität bzw. Einheitlichkeit der Endpunkte migrierender 
Zellen, der in diesem Falle auch die Entfernung vom Ursprungspunkt mit beachtet (Asano 
and Horn, 2013).  
Weiterhin erfolgte eine eigene Aufarbeitung der Migrationsdaten zur Exploration einer jeden 
Migrationsrichtung jeder Zellbewegung innerhalb von 10 min. Hierzu wurde der 






 bestimmt.  
Es erfolgte die Quadrantenzuordnung des berechneten Winkels zu einem Wert zwischen 0 
und 360° mittels 
x>0 | y>0    Wanderungswinkel=α   (0 bis 90°) 
x≤0 | y>0   Wanderungswinkel=180°-|α|,  (90 bis 180°) 
x≤0 | y≤0   Wanderungswinkel=180°+|α|,   (180 bis 270°) 
x>0 | y≤0    Wanderungswinkel=360°-|α|.   (270 bis 360/0°) 
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Die errechneten Winkel aller Zellbewegungen jeweils einer Bedingung (siScramble, si472, 
si218, si177, si2181, AdX-lacZ, AdX-EFNA1) wurden nun mittels der frei verfügbaren 
Software R in einem zirkulären Histogramm, dem so genanntem Roseplot, dargestellt. 
Hierbei wird die Quadratwurzel der Wanderungshäufigkeit in einem bestimmten Winkel bzw. 
Kreisausschnitt über diesem dargestellt. 
3.7 Migrationsassay 
Zur Beobachtung des Verhaltens von migrierenden Endothelzellen bei Auftreffen auf 
ephrin-A1 wurde mit Hilfe der micro-Inserts 4 well (ibidi) in µ-Dishes35mm, high (ibidi) ein 
Migrationsassay entwickelt. 
Zunächst erfolgte eine Beschichtung der Oberflächen der für den Versuch genutzten micro-
Inserts 4 well (ibidi) in µ-Dishes35mm, high (ibidi) mit Fc-Fragmenten nach einer von Deroanne 
und Kollegen publizierten Methode (Deroanne et al., 2003). Dabei wurden Fibronektin 
(0,125 µg/cm², Invitrogen) und ephrin-A1-Fc (1 µg/cm², R&D Systems) oder humanes IgG-Fc 
(1 µg/cm², MP Biomedicals) in PBS auf die entsprechenden Oberflächen gegeben und über 
Nacht im Brutschrank in einer Zellkulturschale zusammen mit feuchten Tüchern, die über 
eine hohe Luftfeuchtigkeit einem Austrocknen der Oberflächen entgegen wirken sollten, 
inkubiert. Am Folgetag wurden nach zweimaligem Waschen mit warmen PBS unspezifische 
Bindungsstellen mit 1 % BSA in PBS unter 30-minütiger Inkubation im Brutschrank geblockt. 
Anschließend wurde die Oberfläche erneut zweifach mit PBS gewaschen.  
Wie gerade beschrieben wurde je eine Kavität mit ephrin-A1-Fc und humanem IgG-Fc 
beschichtet.  Anschließend erfolgte die Aussaat von jeweils 10 µl HUVEC mit einer 
Konzentration von 7 x 105 /ml in die beiden anderen Kavitäten des Inserts (siehe Abb. 3.3). 
Nach einer Inkubationsdauer zwischen 4 und 6 h bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank 
wurden die Zellen mit weiteren 130 µl Medium überschichtet und über Nacht weiter inkubiert. 
Am Folgetag wurde das Insert mit einer sterilen Pinzette entfernt, Zelldetritus durch 
einmaliges Spülen mit Medium entfernt und die Datenerhebung gestartet. Dazu wurde der 
Versuch nun täglich mit Hilfe eines 5x Objektivs am Axiovert S100 (Zeiss) in 5 bis 65 
Einzelbildern aufgenommen bis die Endothelzellen das Beschichtungsareal (partiell) 
überwachsen haben. Die Versuchsdauer umfasste durchschnittlich eine Periode von 6 bis 9 
Tagen. 
Zur Auswertung der Migrationsassays wurden die jeweiligen Einzelbilder der zugehörigen 
Aufnahmetage mit Hilfe von Adobe® Photoshop® CS3 Extended (Version 10.0, Adobe) zu 
einem großen Gesamtbild zusammengesetzt. Die Bilder wurden über ein mit dem 
Ausgangserscheinungsbild korrelierenden Raster ausgerichtet und somit die ursprüngliche 
Position der vier Flächen des Inserts im aktuellen Bild ermittelt. Die Auswertung der 
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bewachsenen und der freien Flächen im Beschichtungsareal wurde über das Programm 
Image J ausgewertet. 
Abb. 3.3 Schematische Darstellung der Flächenverteilungen im Migrationsassay  
3.8 Baculovirale Talin-RFP- und Aktin-GFP-Expression 
Zur Darstellung von Aktin-Zytoskelett und fokalen Adhäsionen von lebenden Endothelzellen 
in vitro wurden CellLight® Talin-RFP, BacMam 2.0 und CellLight® Actin-GFP, BacMam 2.0
(Life Technologies) in Kombination mit dem BacMam Enhancer Kit (Life Technologies) nach 
Herstellerangaben verwendet. Die verwendeten transgenen Baculoviren enthielten einen 
mammillären Promotor, das Zielgen Aktin oder Talin und ein an das Zielgen fusioniertes GFP 
bzw. RFP. Lediglich die transgene Komponente des Virus wird in den infizierten Zellen 
exprimiert. Die Zellen wurden zeitgleich mit beiden Viren infiziert. Als Infektionsdosis wurden 
für HUVEC 50 PPC gewählt. 
3.9 Datenanalyse und statistische Auswertung 
Beim Vergleich zweier Gruppen erfolgte die statistische Auswertung, sofern nicht anders 
betitelt, mit einem t-Test; beim Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde eine 
Varianzanalyse (ANOVA) mit einem Tukey-Kramer-post-hoc-Test durchgeführt. Hierfür 
wurden die Programme MS Office Excel und inStat genutzt.  
Für die Darstellung der Signifikanzniveaus wurde folgende Chiffrierung genutzt:  
*/§für p < 0,05, **/§§ für p < 0,01 und ***/§§§ für p < 0,001. 
Die grafische Darstellung der erhobenen Werte erfolgte, sofern in der Abbildung nicht anders 
beschrieben, als Mittelwert mit Standardabweichung. 
Zur Erstellung der Abbildungen wurden die Programme SigmaPlot, das Chemotaxis and 




4.1 Molekularbiologische und proteinbiochemische Charakterisierung 
verschiedener Eph/ephrine in proliferierenden Endothelzellen 
Zur Überprüfung eines Zusammenhangs zwischen der Zelldichte humaner Endothelzellen 
und der Expression verschiedener ephrin-Liganden und Eph-Rezeptoren wurden HUVEC 
oder HUAEC in initialen Versuchen in drei verschiedenen Zelldichten von 20.000 Zellen/cm², 
10.000 Zellen/cm² und 5.000 Zellen/cm² ausplattiert. Nach 24 h, 48 h und 72 h des 
Wachstums wurden RNA-Proben zur Quantifizierung von ephrin-A1, ephrin-A4, ephrin-A5, 
ephrin-B1, ephrin-B2, EphA2, EphA4, EphB1, EphB2 und EphB4 mittels real-time RT-PCR 
oder Proteinproben zur Bestimmung von ephrin-A1 mittels Western Blot Analyse isoliert.  
Die Ergebnisse der PCR wurden auf HPRT1 (Hypoxanthin-Guanin-Phospho-
ribosyltransferase) normiert. Die ephrin-A1-Proteinmengen wurden über β-Aktin abgeglichen 
und auf den Mittelwert aller Einzelwerte des jeweiligen Versuches normiert. 
4.1.1 Expression von ephrin-Liganden und Eph-Rezeptoren in proliferierenden 
HUVEC 
Alle unter 4.1 genannten ephrin-Liganden und Eph-Rezeptoren wurden in HUVEC unter den 
in oben beschriebenem Versuch gegebenen Bedingungen exprimiert (siehe Abb. 4.1 und 
Tabelle 9.1). Die Expression der Liganden ephrin-A1 und ephrin-B2 stieg mit der im 
Versuchsverlauf ebenfalls steigenden Zelldichte der HUVEC, während hingegen die 
mRNA-Expression aller quantifizierten Rezeptoren nur geringfügig durch eine Änderung der 
Zelldichte beeinflusst wurde. 
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Abb. 4.1 Verschiedene Eph-Rezeptoren und ephrin-Liganden werden während des Wachstums 
in HUVEC exprimiert Nach Aussaat von HUVEC in den Zelldichten 5.000, 10.000 und 
20.000 Zellen/cm² erfolgte deren Inkubation über 24, 48 und 72 h. Zu diesen Zeitpunkten wurde die 
mRNA-Expression von ephrin-A1, ephrin-A4, ephrin-A5,  ephrin-B1, ephrin-B2, EphA2, EphA4, 
EphB1, EphB2 und EphB4 mittels real-time RT-PCR bestimmt und farbcodiert in einer Heatmap 
dargestellt. Es zeigte sich eine mRNA-Expression aller untersuchten Rezeptoren und Liganden, wobei 
die Expression von ephrin-A1 und ephrin-B2 positiv mit der Zelldichte korrelierte. (n=6) 
4.1.2 Korrelation von ephrin-A1 mit der Zelldichte von HUVEC 
Der Ligand ephrin-A1 zeigte in dem unter 4.1.1 beschriebenen Versuch mit HUVEC 
besonders starke Veränderungen der Expressionswerte. Diese sind in Abb. 4.2 A noch 
einmal gesondert dargestellt. Es war festzustellen, dass bereits zum ersten Messzeitpunkt 
nach 24 h geringfügige Unterschiede in der ephrin-A1-Expression zwischen den 
verschiedenen Zelldichten bestanden. Hierbei korrelierte eine hohe Zelldichte mit einer 
gleichermaßen höheren ephrin-A1-Expression als bei einer geringeren Zelldichte. Diese 
Expressionsunterschiede zwischen den einzelnen Gruppen verstärkten sich im weiteren 
Versuchsverlauf (48 h, 72 h) deutlich und teilweise signifikant. Des Weiteren zeigte sich 
jeweils im Zeitverlauf der einzelnen Gruppen verschiedener Ausgangszelldichte mit der 
durch Proliferation bedingten Steigerung der Zelldichte stets eine Erhöhung der Expression 
von ephrin-A1.  
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Expression der Eph-Rezeptoren anscheinend nur geringfügig bzw. nicht durch die 
verschiedenen Zelldichten bzw. deren Änderung im Zeitverlauf beeinflusst wurde. 
Abb. 4.4 Expression verschiedener Eph/ephrine während des Wachstums von HUAEC Nach 
dem Ausplattieren von HUAEC in drei Zelldichten (5.000, 10.000 und 20.000 Zellen/cm²) erfolgte die 
Inkubation über 24, 48 oder 72 h mit anschließender real-time RT-PCR-Analyse und farbkodierter 
Darstellung der mRNA-Expression von ephrin-A1, ephrin-A4, ephrin-A5, ephrin-B1, ephrin-B2, EphA2, 
EphA4, EphB1, EphB2 und EphB4. Es zeigten sich insbesondere Veränderungen der Liganden 
ephrin-A1 und ephrin-B2. (n=5) 
4.1.5 Korrelation von ephrin-A1 und Zelldichte in HUAEC 
In HUAEC zeigte der Ligand ephrin-A1 ebenfalls die am stärksten mit der Zelldichte 
korrelierenden Veränderungen auf mRNA-Ebene. Die in 4.1.4 gewonnenen 
Expressionsdaten von ephrin-A1 wurden zur genaueren Betrachtung noch einmal gesondert 
in Abb. 4.5 A dargestellt.  
Hierbei konnte festgestellt werden, dass die ephrin-A1-Expression im Vergleich zwischen 
den verschiedenen Zelldichten zu den beiden ersten Messzeitpunkten (24 und 48 h) noch 
sehr ähnlich ist. Wohingegen sie nach 72 h signifikante Unterschiede aufwies. Dabei hatten 
HUAEC mit einer hohen Zelldichte hohe ephrin-A1-Expressionswerte, während niedrigere 
Zelldichten eine geringere ephrin-A1-Expression vorwiesen. 
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4.2 Molekularbiologische Charakterisierung von ephrin-A1, EphA2 und 
EphA4 unter Kontaktinhibition in HUVEC 
Es sollte nun untersucht werden, ob ein möglicher Zusammenhang zwischen der 
Entwicklung einer Kontaktinhibition in Endothelzellen und der Expression von ephrin-A1 
sowie der mit diesem am häufigsten interagierenden Rezeptoren EphA2 und EphA4 besteht. 
Dazu wurden HUVEC in einer Dichte von 20.000 Zellen/cm² und 10.000 Zellen/cm² 
ausplattiert. Nach 1, 3, 5, 7, 9 und 11 d Inkubationszeit mit regelmäßigem Mediumwechsel 
wurden RNA-Proben zur Quantifizierung der relativen Expression der genannten Rezeptoren 
und des Liganden ephrin-A1 mittels real-time RT-PCR entnommen. Die Normierung erfolgte 
auf HPRT1. 
4.2.1 Messung der ephrin-A1-mRNA-Expression bei Kontaktinhibition 
Die relative Expression von ephrin-A1 in oben beschriebenem Versuch wurde in Abb. 4.6 
dargestellt. In Anbetracht der Unterschiede in der ephrin-A1-Expression zwischen den 
verschiedenen Ausgangszelldichten sind die folgenden Ergebnisse festzustellen: Zum ersten 
Messzeitpunkt (1 d) unterschieden sich die in zwei verschiedenen Zelldichten ausplattierten 
HUVEC hinsichtlich ihrer ephrin-A1-Expression noch signifikant. Hierbei lagen die ephrin-A1-
Expressionswerte der Endothelzellen mit der geringeren Zelldichte immer unterhalb der 
Werte derer mit der höheren Ausgangszelldichte. Ab dem zweiten Messzeitpunkt (3 d) war 
nur noch ein geringer, knapp nicht mehr signifikanter Unterschied bzgl. der ephrin-A1-
Expressionswerte der beiden verschiedenen Ausgangszelldichten festzustellen (p=0,0615). 
Im weiteren Versuchsverlauf glichen sich die Expressionsniveaus weiter an und es waren 
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Ausgangszelldichten mehr 
nachzuweisen.  
Im jeweiligen Versuchsverlauf der beiden Ausgangszelldichten konnten die folgenden 
Ergebnisse erhoben werden: Zwischen den Messzeitpunkten am ersten und dritten Tag war 
ein signifikanter Anstieg der ephrin-A1-Expression sowohl für 20.000 Zellen/cm² (p<0,01) als 
auch 10.000 Zellen/cm² (p<0,001) Ausgangzelldichte messbar. Nach drei Tagen schien die 
Expression von ephrin-A1 in den HUVEC mit der höheren Ausgangszelldichte in ein leicht 
aszendierendes Plateau überzugehen, in dem letztendlich ungefähr eine Verdreißigfachung 
der ephrin-A1-mRNA-Expression messbar war. Während die HUVEC der geringeren 
Ausgangszelldichte hingegen zwischen den Messzeitpunkten am dritten und fünften Tag 
noch einen signifikanten Anstieg bzgl. der ephrin-A1-Expression aufwiesen (p<0,01), so ging 
diese ab dem letzteren Messzeitpunkt ebenfalls in das bereits beschriebene Plateau über.  
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4.3.1 Expression von Mitgliedern der Eph-Familie unter Serumentzug in HUVEC 
Es wurden die relativen Expressionen der Liganden ephrin-A1, ephrin-B1, ephrin-B2 sowie 
der Rezeptoren EphA2, EphA4, EphB1, EphB2 und EphB4 im oben beschriebenen 
Versuchsaufbau in HUVEC über real-time RT-PCR bestimmt. Die Werte wurden auf HPRT1 
normiert (Abb. 4.8). 
Alle eben genannten Eph-Rezeptoren und ephrin-Liganden wurden unter den 
Versuchsbedingungen exprimiert. Unter dem Entzug von FCS konnten vor allem bei den 
Liganden ephrin-A1 und ephrin-B2, sowie den beiden Rezeptoren EphA2 und EphA4 
Veränderungen der Expression festgestellt werden. Während die Expression des Liganden 
ephrin-B1 wie auch die der Typ-B-Eph-Rezeptoren nicht entscheidend durch einen 
Serumentzug beeinflusst wurde. 
Abb. 4.8 Expression verschiedener Mitglieder der Eph-Familie unter Serumentzug in HUVEC 
Nach 4 bzw. 24 h Inkubation mit Medium mit reduziertem Serumgehalt (5; 1; 0,5; 0 %) wurde die 
Expression von ephrin-A1, ephrin-B1, ephrin-B2, EphA2, EphA4, EphB1, EphB2 und EphB4 in 
HUVEC mittels real-time RT-PCR bestimmt und farbkodiert in dieser Heatmap dargestellt. Alle 
analysierten ephrin-Liganden und Eph-Rezeptoren wurden unter den genannten Bedingungen 
exprimiert. Insbesondere der Ligand ephrin-A1 zeigte eine Induktion unter Serumentzug. (n=5) 
4.3.2 Regulation von ephrin-A1 in HUVEC unter Serumdepletion 
Der Einfluss einer Serumdepletion von HUVEC rief beim Liganden ephrin-A1 die 
Veränderungen mit dem größten Ausmaß hervor, so dass die Expression sowohl auf mRNA- 
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4.3.3 Expression von Mitgliedern der Eph-Familie in HUAEC unter Serumdepletion 
Die in HUVEC gewonnenen Erkenntnisse über die mRNA-Expression der Liganden 
ephrin-A1, ephrin-B1, ephrin-B2 sowie der Rezeptoren EphA2, EphA4, EphB1, EphB2 und 
EphB4 unter durch Entzug von Serum hervorgerufenen Zellzyklusarrest sollten nun in 
HUAEC in dem unter 4.3 beschriebenen Versuchsaufbau verifiziert werden. Die Ergebnisse 
der real-time RT-PCR wurden auf HPRT1 normiert (Abb. 4.10). 
Die eben genannten Eph-Rezeptoren und ephrin-Liganden wurden allesamt unter den 
Versuchsbedingungen in HUAEC exprimiert. Unter dem Entzug von Serum konnten vor 
allem bei ephrin-A1 und EphA4 stärkere Veränderungen festgestellt werden. Die Expression 
der restlichen Liganden und Rezeptoren wurde im Wesentlichen nicht durch einen 
Serumentzug beeinflusst. 
Abb. 4.10 Expression verschiedener Mitglieder der Eph-Familie unter Serumentzug in HUAEC 
Nach 4 bzw. 24 h Inkubation mit Medium mit reduziertem Serumgehalt (5; 1; 0,5; 0 %) wurde die 
Expression von ephrin-A1, ephrin-B1, ephrin-B2, EphA2, EphA4, EphB1, EphB2 und EphB4 in 
HUAEC mittels real-time RT-PCR bestimmt und farbkodiert in einer Heatmap dargestellt. Alle 
analysierten ephrin-Liganden und Eph-Rezeptoren wurden unter den genannten Bedingungen 
exprimiert. Insbesondere der Ligand ephrin-A1 zeigte eine Induktion unter Serumentzug. Auch der 
Rezeptor EphA4 zeigte eine leichte Induktion unter Serumdepletion. (n=3) 
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4.3.4 Molekularbiologische und proteinbiochemische Beschreibung von ephrin-A1 in 
HUAEC unter Serumentzug 
Es folgte die Durchführung des unter 4.3 beschriebenen Versuchsaufbaus in HUAEC zur 
Bestimmung des Einflusses einer Serumreduktion auf die Expression von ephrin-A1 auf 
mRNA- und Proteinebene.  
Die in Abb. 4.11 A dargestellten mRNA-Expressionen von ephrin-A1 zeigen bereits zum 
ersten Messzeitpunkt nach 4 h einen mit fallendem Gehalt an fetalem Kälberserum 
sukzessiven Anstieg des ephrin-A1-mRNA-Levels. Nach einer 24-stündigen Inkubation in 
Endothelzellmedium mit reduziertem Serumgehalt zeigte sich ein vergleichbarer Verlauf der 
ephrin-A1-Expression, wenngleich dieser jedoch in einem höheren Wertebereich angesiedelt 
war. Hierbei resultierte eine totale Depletion von Serum über 24 h in einer durchschnittlich 
ca. 9-fach gesteigerten mRNA-Expression von ephrin-A1. Die im Western Blot durchgeführte 
Analyse von ephrin-A1 spiegelte diese Ergebnisse auf Proteinebene wider (siehe Abb. 
4.11 B und C). 
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4.9 Einfluss der Modulation des ephrin-A1- sowie EphA2-Gehaltes auf 
das Wundheilungsverhalten von HUVEC 
Die unter 4.8 erhobenen Ergebnisse lassen einen Zusammenhang zwischen dem Prozess 
der Wundheilung und der Regulation des Liganden ephrin-A1 und dessen Interaktion mit 
dem EphA2-Rezeptor vermuten.  
Um eine eventuell bestehende kausale Verknüpfung näher zu determinieren, wurde der 
Einfluss einer siRNA-vermittelten Hemmung von ephrin-A1 und EphA2 bzw. einer 
Überexpression von ephrin-A1 auf das Wundheilungsverhalten von HUVEC in dem unter 
3.6.1 beschriebenen Wundheilungsversuch untersucht.  
Die relative freie Fläche stellt das Verhältnis der zellfreien ermittelten Fläche des jeweiligen 
Zeitpunktes zur zellfreien Ausgangsfläche zum Zeitpunkt 0 h dar. Sie spiegelt über die Zeit 
dargestellt den Verlauf des relativen Flächenverschlusses wider. 
4.9.1 Einfluss einer verminderten ephrin-A1- und EphA2-Expression auf die 
Wundheilung 
Aus der manuellen Datenakquisition ergaben sich unter einer siRNA-vermittelten Hemmung 
von ephrin-A1 mittels si472 die in Abb. 4.21 dargestellten Ergebnisse.  
Allgemein betrachtet, zeigen sowohl HUVEC mit siRNA-vermittelter ephrin-A1-Hemmung als 
auch die mit siCo behandelten Kontroll-Endothelzellen einen ähnlichen Kurvenverlauf bzgl. 
der relativen freien Fläche. Nach einer ca. 6-stündigen Initiationsphase mit einem langsamen 
Spaltverschluss gehen beide Kurven darauffolgend in eine Phase mit einem vergleichsweise 
schnellem Verschlussverhalten über. 
Es ist jedoch festzustellen, dass HUVEC unter einer Hemmung von ephrin-A1 den im 
Wundheilungsassay bestehenden Spalt schneller verschließen konnten als HUVEC, die mit 
der Kontroll-siRNA (siCo) transfiziert wurden. Dabei wurden nach 6 h durch ephrin-A1-
reprimierte HUVEC durchschnittlich 6 %, nach 12 h 12 % mehr Fläche bedeckt als in den 
Kontroll-Endothelzellen. 
Ergebnisse
Abb. 4.21 Spaltverschluss von 
si472 transfizierte HUVEC wiesen
gegenüber den Kontrollzellen auf
Woundhealing Assays, B exempla
Der Spaltverschluss unter einem
Es zeigte sich ein geringfügig
hemmenden siRNA im Vergleich
Abb. 4.22 Spaltverschluss von
si2181 transfizierte HUVEC wie
Verschlussverhalten gegenüber d
aller durchgeführten Woundhealin
4.9.2 Einfluss einer ephrin
Die erhobenen Daten aus der D
AdX-EFNA1 und AdX-lacZ infiz
Hierbei zeigten sowohl ephrin
geradezu linearen Verlauf des S
HUVEC unter ephrin-A1-Silencing im Wund
 im Woundhealing Assay ein beschleunigtes V
. (A Zusammenfassung der Spaltverschlüsse a
rischer Bildausschnitt nach 12 h, n=3) 
 EphA2-Repression (si2181) wurde in Abb
 schnellerer Spaltverschluss unter der Nut
 zur Kontroll-siRNA in HUVEC. 
 HUVEC im Woundhealing Assay unter Ep
sen im Woundhealing Assay ein geringfüg
en Kontrollzellen auf. (A Zusammenfassung de
g Assays, B exemplarischer Bildausschnitt nach 1
-A1-Überexpression auf die Wundheilung
urchführung des Wundheilungsversuches (v
ierten HUVEC wurden in der Abb. 4.23 darge











0 h, n=4) 




Die Überexpression von 
Spaltverschlussverhalten in 
Überexpression nach 6 h berei
Fläche als in lacZ-Kontroll-Endo
Abb. 4.23 Wundheilungsverh
Überexpression von ephrin-A1 re
Assay. (A Zusammenfassung alle





Zur genaueren Beurteilung d
endothelialen Wunde wurde e
gegen ephrin-A1 sowie EphA2
Der Vergleich von HUVEC mit 
einer Kontroll-siRNA transfizier
welche in der Abb. 4.24 A darge
Eine siRNA-vermittelte ephrin
geschwindigkeit (siCo: 0,347




ephrin-A1 führte ebenfalls zu eine
HUVEC. Dabei konnte bei HUVEC u
ts durchschnittlich 14 %, nach 10 h zirka 16
thelzellen festgestellt werden. 
alten von HUVEC unter ephrin-A1-Übe
sultierte in einem schnelleren Defektverschluss
r durchgeführten Experimente, B beispielhafter 
s Migrationsverhaltens von HUVEC
A1-Expression mittels live cell imag
ung von HUVEC unter siRNA-vermittelter 
es Migrationsverhaltens während des Ve
in live cell imaging Ansatz unter Verwend
 durchgeführt (Durchführung siehe 3.6.2).  
verminderter ephrin-A1-Expression und HU
t wurden, ergab diverse Unterschiede im Mig
stellt werden.  
-A1-Hemmung resultierte in einer höh
 ± 0,096 µm/min vs. si472: 0,523 ± 0,124
18: 0,388 ± 0,149 µm/min). Anhand d
ge der einzelnen Zellen sowie der 
ls zirkuläres Histogramm bzw. Roseplot) ist












ung von siRNAs 
VEC, welche mit 
rationsverhalten, 
eren Migrations-
 µm/min | siCo: 





Endothelzellen. Die quantitative Auswertung der Migrationsdaten und die Berechnung der 
Directness als Maß für das gerichtete Wachstum sowie die Durchführung des Rayleigh-Tests 
mittels des Chemotaxis und Migration Tools von ibidi bestätigten dies. Hierbei ergab sich für 
die Migration unter Hemmung von ephrin-A1 eine weitaus geringere Directness (siCo: 
0,543051 vs. si472: 0,374097 | siCo: 0,526483 vs. si218: 0,421462) und eine weitaus 
größere Streuung im Rayleigh-Test (p-Werte: siCo: 1,30·10-16 vs. si472: 2,01·10-15 | siCo: 
1,05·10-13 vs.  si218: 3,60·10-15).  
Der Vergleich von HUVEC mit verminderter EphA2-Expression und HUVEC, welche mit 
einer Kontroll-siRNA transfiziert wurden, wurde in der Abb. 4.24 B dargestellt.  
Eine siRNA-vermittelte Repression von EphA2 resultierte im Falle von si2181 in einer 
höheren Migrationsgeschwindigkeit (siCo: 0,3199 ± 0,0811 µm/min vs. si177: 0,3030 ± 
0,1034 µm/min | siCo: 0,3620 ± 0,1279 µm/min vs. si2181: 0,3923 ± 0,1343 µm/min).  
Weiterhin führte auch ein EphA2-Silencing zu einer ungerichteteren Bewegung der Zellen 
(siehe XY-Plot und Roseplot). Hierbei ergab sich für die Migration unter EphA2-Hemmung 
eine geringere Directness (siCo: 0,516276 vs. si177: 0,502736 | siCo: 0,577780 vs. si2181: 
0,478907) und eine weitaus größere Streuung im Rayleigh-Test (p-Werte: siCo: 2,51·10-11
vs. si177: 7,47·10-10 | siCo: 3,64·10-14 vs.  si2181: 5,60·10-9). 
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4.13 Fluoreszenzmikroskopische Charakterisierung fokaler Adhäsionen 
und des Aktin-Zytoskelettes unter modulierter ephrin-A1-Expression 
4.13.1 Zellgröße und fokale Adhäsionen unter baculoviraler Expression von Aktin-GFP 
und Talin-RFP unter Hemmung von ephrin-A1 sowie EphA2
HUVEC wurden am Folgetag der Transfektion mit siRNAs gegen ephrin-A1 und EphA2 
(vgl. 3.1.6) auf einen µ-slide (ibidi) ausgesät und wie in Abschnitt 3.8 beschrieben mit Aktin-
GFP- und Talin-RFP-kodierenden Baculoviren infiziert. 24 h nach der Infektion erfolgte die 
Bildgebung mittels Fluoreszenzmikroskopie. Anhand des sich grün darstellenden 
Zytoskeletts der Endothelzellen wurde mittels ImageJ die Zellgröße bestimmt. Durch das 
Protein Talin markierte fokale Adhäsionen wurden ebenfalls mittels ImageJ gezählt. In der 
Abb. 4.28 A werden beispielhaft ephrin-A1-gehemmte Endothelzellen jeder Bedingung in 
einer Graustufen-Aufnahme von jeweils GFP und RFP sowie eine farbige Überlagerung 
dieser Aufnahmen dargestellt.  
In Abb. 4.28 B wird die Anzahl der durch Talin markierten fokalen Adhäsionen (FA) je 
100 µm² Zellfläche dargestellt. Hierbei zeigte sich für die mit Kontroll-siRNAs transfizierten 
HUVEC eine durchschnittliche Anzahl von 3,99 ± 1,63 fokalen Adhäsionen (FA) je 100 µm², 
während mit ephrin-A1-hemmenden siRNAs behandelte HUVEC im Vergleich eine 
geringfügig höhere Anzahl fokaler Adhäsionen aufwiesen (si218: 5,81 ± 2,41 FA/100 µm², 
p=0,006 | si472: 5,08 ± 1,50 FA/100 µm², p=0,041). Auffällig war ebenfalls eine erhöhte 
durchschnittliche Zellgröße ephrin-A1-gesilencter HUVEC mit ca. 7.582 ± 3.034 µm² (si218) 
und 9.189 ± 2.920 µm² (si472) im Vergleich mit den Kontrollzellen (5.904 ± 1.908 µm²). 
Mit EphA2-hemmenden siRNAs (si177 und si2181) transfizierte HUVEC zeigten insgesamt 
keine relevante Veränderung der Anzahl fokaler Adhäsionen bezogen auf die Zellfläche 
(si177: 5,11 ± 1,40 FA/100 µm², p=0,135 | si2181: 4,88 ± 0,68 FA/100 µm², p=0,206). 
Auffällig war jedoch ebenfalls eine Vergrößerung der durchschnittlichen Zellfläche 
(8.747 ± 3.868 µm² (si177) | 11.177 ± 3.367 µm² (si2181)).  
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Abb. 4.28 Fokale Adhäsionen und Aktinzytoskelett unter siRNA-vermittelter ephrin-A1-
Hemmung Es erfolgte die Infektion von ephrin-A1-reprimierten mit Aktin-GFP- und Talin-RFP-
kodierenden Baculoviren. Es war feststellbar, dass die Anzahl fokaler Adhäsionen pro Fläche sowie 
die Zellgröße unter einer Repression von ephrin-A1 zunahmen und das Aktinzytoskelett feingliedriger 
wirkte. (A beispielhafte Aufnahmen, B Ergebnisse der Auszählung der fokalen Adhäsionen in Bezug 
auf die Zellfläche, n=3, k~20) 
4.13.2 Zellgröße und fokale Adhäsionen unter baculoviraler Expression von Aktin-GFP 
und Talin-RFP unter Überexpression von ephrin-A1 
24 Stunden nach der Infektion mit ephrin-A1- bzw. β-Galactosidase-kodierenden Adenoviren 
(vgl. 3.1.7) wurden HUVEC gemäß den in Abschnitt 3.8 beschriebenen Arbeitsschritten mit 
Aktin-GFP- und Talin-RFP-kodierenden Baculoviren infiziert. Nach einem Tag wurden die 
Endothelzellen jeweils in ein Well eines ibidi-µ-slides ausplattiert, um am Folgetag der 
Fluoreszenzmikroskopie unterzogen zu werden. Die Auswertung der Zellfläche und der 
Anzahl der fokalen Adhäsionen erfolgte wie Kapitel 4.13.1 beschrieben. 
In der Abb. 4.29 A wurden repräsentative Endothelzellen jeder Bedingung (AdX-lacZ und 
AdX-EFNA1) in Graustufen im GFP- und RFP-Kanal sowie in einer farbig kodierten 
Überlagerung dieser beiden Abbildungen dargestellt.  
Auch unter der Überexpression von ephrin-A1 zeigten sich geringfügig vermehrte fokale 
Adhäsionen (4,41 ± 2,83 FA/100 µm², p=0,014) im Vergleich mit  β-Galactosidase-
exprimierenden HUVEC (2,61 ± 1,39 FA/100 µm²). Bezüglich der durchschnittlichen 
Zellgröße zeigten sich jedoch keinerlei signifikante Unterschiede (AdX-lacZ: 
12.040 ± 6.977 µm² vs. AdX-EFNA1: 14.086 ± 9.083 µm²). 
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Abb. 4.29 Fokale Adhäsionen und Aktinzytoskelett unter ephrin-A1-Überexpression Nach 
Infektion mit ephrin-A1-kodierenden Adenoviren erfolgte eine weitere Infektion mit Aktin-GFP- und 
Talin-RFP-kodierenden Baculoviren. Es zeigte sich hierbei lediglich eine Zunahme der fokalen 
Adhäsionen je Fläche, während hingegen die Zellgröße durch die ephrin-A1-Überexpression 




5.1 Die Eph-Familie im Kontext der Reendothelialisierung 
Die Entdeckung der Liganden und Rezeptoren der Eph-Familie stellte einen Meilenstein in 
der Erforschung und Erklärung der Phänomene um die Zellwanderung, -lokalisation und der 
Formation von Gewebe- und Organgrenzen dar. So konnte die entscheidende Rolle von 
Mitgliedern des Eph/ephrin-Systems während der Embryonalentwicklung, wie z.B. der 
Entwicklung und Differenzierung des Gefäßsystems, der Axonlenkung, der Segmentierung 
des Rautenhirns und der Formierung des Skeletts, sowie im Rahmen physiologischer 
Regulationsvorgänge im adulten Organismus (z.B. Stammzellnischen), aber auch in 
pathologischen Prozessen wie zum Beispiel im Rahmen der Tumorbiologie sowie der 
Bildung von retinalen Neovaskularisationen in den letzten Jahrzehnten immer genauer 
beschrieben werden (Holmberg et al., 2006; Ojima et al., 2006; Alam et al., 2007; Liu et al., 
2007; Arvanitis and Davy, 2008; Pasquale, 2008; Zhang et al., 2010). Hierbei rückte auch die 
Regulation von Proliferation und Migration verschiedenster Zelltypen in adulten Geweben 
und Organen durch den Einfluss des Eph/ephrin-Systems mehr und mehr in den Fokus der 
Forschung. 
Während die Funktionen der Mitglieder der Eph-Familie vor allem im Bereich der 
Neurogenese und Vaskulogenese während der embryonalen Entwicklung, oder auch im 
embryonalen vaskulären Remodelling gut umschrieben sind, bleibt deren Rolle im 
Forschungsfeld der Wundheilung des adulten humanen Endothels bzw. im Prozess der 
Reendothelialisierung z.B. nach Stentimplantation im Rahmen einer relevanten 
Gefäßstenose bei Atherosklerose bisher weitgehend unklar. Forschungsergebnisse der 
letzten Jahre im Bereich der Atherogenese erbrachten den Nachweis einer Bedeutung von 
ephrin-A1 sowie EphA2 und EphA4 im Rahmen der Endothelzellaktivierung und 
Monozytenadhäsion (Funk et al., 2012; Jellinghaus et al., 2013; Ende et al., 2014; Funk et 
al., 2018) sowie einen Beitrag von EphA2 zur Plaqueinflammation und -progression (Finney 
et al., 2017).  
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Regulation und den Einfluss der Eph-ephrin-
Familie, insbesondere des Liganden ephrin-A1 und dessen Interaktion mit dem Rezeptor 
EphA2, auf die humane endotheliale Proliferation und Migration als die der 
Reendothelialisierung zu Grunde liegenden Prozessen näher zu untersuchen. 
Hierzu wurde die Regulation verschiedener Eph-Rezeptoren und ephrin-Liganden unter 
verschiedenen Wachstumsbedingungen, aber auch unter einer veränderten Expression 
dieser Rezeptoren und Liganden und dessen Auswirkungen auf die Proliferation von 
humanen Endothelzellen untersucht. In einem zweiten Teil wurde zunächst die Regulation 
verschiedener Mitglieder des Eph/ephrin-Systems während des Wundheilungsprozesses 
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näher beschrieben. Infolge wurde auch der Einfluss einer manipulierten ephrin-A1-
Expression auf die Wundheilung, sowie das Migrationsverhalten und die Ausbildung fokaler 
Adhäsionen von Endothelzellen geprüft. 
Im Folgenden werden die Kernaussagen der vorliegenden Arbeit noch einmal kurz 
zusammengefasst:  
- Verschiedene ephrin-Liganden und Eph-Rezeptoren werden in proliferierenden 
HUVEC und HUAEC exprimiert. Hierbei korrelieren die mRNA-Expression und die 
Proteinmenge des Liganden ephrin-A1 mit der Zelldichte von HUVEC und HUAEC. 
- Es besteht eine inverse Korrelation des EphA2-Proteingehaltes mit der Zelldichte und 
der ephrin-A1-Expression. 
- Unter der Entwicklung einer Kontaktinhibition nähert sich auch die ephrin-A1-
Expression einem Plateauwert an. 
- Durch einen mittels Serumentzug hervorgerufenen Zellzyklusarrest von HUVEC und 
HUAEC wird eine Induktion von ephrin-A1 hervorgerufen. 
- Eine siRNA-vermittelte Hemmung der ephrin-A1- oder EphA2-Expression resultiert in 
einer gesteigerten Proliferationsrate von HUVEC, während eine Überexpression von 
ephrin-A1 mit einer verminderten Endothelzellproliferation einher geht. 
- Die Reinitiierung von Wachstum und Proliferation durch das Setzen einer 
endothelialen Wunde ist mit verminderten ephrin-A1-Leveln assoziiert. 
- In einem Endotheldefekt kommt es zu einer Dephosphorylierung von EphA2 in der 
ligandenabhängigen Phosphorylierungsstelle Y588 und einer vermehrten 
Phosphorylierung in Position S897 (autonome Aktivierung während der Migration), 
während der EphA2-Proteingehalt im Vergleich zur EphA2-mRNA-Expression 
unverändert bleibt. 
- Eine Manipulation der ephrin-A1-Expression zeigte Auswirkungen auf den EphA2-
Phosphorylierungsstatus: Ein ephrin-A1-Silencing resultiert in einer Zunahme des 
EphA2-Proteingehaltes, einer Dephosphorylierung von Y588 und einer 
Phosphorylierung von S897. Die ephrin-A1-Überexpression hatte erniedrigte EphA2-
Spiegel zur Folge; es zeigte sich eine vermehrte Phosphorylierung von Y588 und 
eine auf EphA2 bezogen unveränderte S897-Phoyphorylierung. 
- Durch siRNA-basierte Hemmung von ephrin-A1 steigt die Migrationsgeschwindigkeit 
von HUVEC, die direkte und gerichtete Migration wird jedoch vermindert. Eine 
Überexpression des Liganden ephrin-A1 führt zu keiner signifikanten Veränderung 
der Migrationsgeschwindigkeit von HUVEC. Die Migration findet hierunter aber 
weitaus fokussierter statt. 
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- Eine ephrin-A1-Beschichtung einer Oberfläche führt zu einer repulsiven Antwort und 
kann temporär die Migration von HUVEC stoppen. 
- Sowohl eine siRNA-vermittelte Hemmung als auch die Überexpression von ephrin-A1 
resultieren in einer geringfügig erhöhten Anzahl fokaler Adhäsionen je Zellfläche.  
5.2 Einfluss des Eph/ephrin-Systems auf das Proliferationsverhalten 
von Zellen  
Aus der Literatur ist eine differenzierte Expression verschiedener ephrin-Liganden und Eph-
Rezeptoren in venösen und arteriellen Gefäßen im Organismus bekannt. So zeigten die 
Arbeitsgruppen um Wang sowie Yancopoulos die Expression von ephrin-B2 in arteriellen 
Gefäßen und die Expression von EphB4 in venösen Gefäßen  (Wang et al., 1998; 
Yancopoulos et al., 1998). Jedoch gibt es zahlreiche Hinweise auf Eph-ephrin-Interaktionen 
im direkten Zell-Zell-Kontakt des Endothels, welche nicht nur auf diese Grenze zwischen 
dem arteriellen und venösen Gefäßsystem beschränkt sind (Adams et al., 1999). 
Um einen Überblick über die Expressionsmuster von Mitgliedern der Eph-Familie in 
proliferierenden humanen Endothelzellen zu gewinnen, wurden mittels real time RT-PCR die 
mRNA-Expression verschiedener Vertreter der Eph-Familie, wie zum Beispiel 
ephrin-A1/-A4/-A5, ephrin-B1 und  ephrin-B2 sowie EphA2, EphA4, EphB1, EphB2 und 
EphB4 in HUVEC und HUAEC dreier verschiedener Zelldichten zu verschiedenen 
Zeitpunkten gemessen. Hierbei konnte festgestellt werden, dass eben genannte Liganden 
und Rezeptoren alle in HUVEC und HUAEC exprimiert werden. Besonders auffällig war, 
dass die mRNA-Expression und auch die Proteinmenge des Liganden ephrin-A1 positiv mit 
der Zelldichte von HUVEC und HUAEC (Vgl. Abb. 4.2 + Abb. 4.5) korrelierten: Je dichter die 
Endothelzellen waren, umso höher waren die mRNA-Expression wie auch die Proteinmenge 
von ephrin-A1.  
Hieraus entstand die Hypothese, dass ephrin-A1 eine eigenständige Rolle in der Regulation 
der Proliferation und Kontaktinhibition endothelialer Zellen einnimmt. So zeigten schon 
mehrere Arbeitsgruppen in der Vergangenheit einen regulatorischen Effekt des Eph/ephrin-
Systems auf die mitotische Aktivität verschiedenster Zelltypen. 
Genander und Kollegen beschrieben eine Rolle der Interaktion zwischen ephrinen und Eph-
Rezeptoren in der Regulation der Proliferation der Epidermis und des Haarfollikels. Sie 
fanden heraus, dass eine Inhibition der EphA-ephrin-A-Interaktion am ehesten durch einen 
direkten Effekt auf die Zellteilung zu einer gesteigerten Proliferation führte (Genander et al., 
2010). Aufgrund der bidirektionalen Signalweiterleitung des Eph/ephrin-Systems ergeben 
sich hierbei mutiple Regulationsmöglichkeiten: Die Arbeitsgruppe um Holmberg beschrieb 
beispielsweise eine inhibierende Funktion des reverse Signalings von ephrin-A2 in der 
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Regulation der Proliferation der neuronalen Progenitorzellen. In Mäusen mit einem Mangel 
an ephrin-A2 zeigten sich eine gesteigerte Proliferation und ein verkürzter Zellzyklus der 
Zellen der neuronalen Stammzellnische. Eine Inhibition der Interaktion zwischen ephrin-A2 
und EphA7 in Wildtypmäusen resultierte dabei wiederum in einer gesteigerten Proliferation 
(Holmberg et al., 2005). 
Einen weiteren Einfluss eines EphA-Signalings im Bereich der proliferativen Kapazität 
zeigten North und Kollegen. Diese beschrieben eine reduzierte Zellzahl und eine geringere 
mitotische Aktivität neuronaler Vorläuferzellen unter der Reduktion des EphA4-Signalings. 
Weitere in vivo-Versuche bestätigten diese Ergebnisse durch ein verkleinertes 
entsprechendes Cortex-Areal, eine geringere Zellanzahl und eine geringere Zellteilung im 
Vergleich zum Kontroll-Cortex (North et al., 2009). 
Speziell den Liganden ephrin-A1 untersuchten Wohlfahrt und Kollegen und beschrieben 
einen negativen Einfluss eines ephrin-A1-reverse Signalings auf die TH2-Helferzellen-
Aktivierung sowie die Proliferation von CD4+-T-Zellen (Wohlfahrt et al., 2004).  
Untersuchungen zu einer möglichen Regulation von ephrin-Liganden und Eph-Rezeptoren 
durch die Zelldichte, bzw. einer Korrelation dieser beiden Größen, sind in der aktuellen 
Literatur nicht zu finden. Es gibt jedoch zahlreiche Hinweise, dass die sowohl den ephrin-A-
Liganden als auch den EphA-Rezeptoren nachgeschalteten Signalkaskaden im Sinne eines 
bidirektionalen Signalings dazu fähig sind, das Wachstumsverhalten verschiedenster 
Zelltypen zu regulieren, vor allem aber eher zu inhibieren. In Bezug auf die eigenen 
Experimente ist dabei zu vermuten, dass es durch die erhöhte Zelldichte während des 
Wachstums des Endothelzellrasens zu einer (über interzelluläre Kontakte vermittelteten) 
erhöhten ephrin-A1-Expression kommt, welche sowohl über forward als auch reverse 
Signaling die Proliferation im Sinne einer Kontaktinhibtion inhibieren kann. 
Der Begriff der sogenannten Kontaktinhibition wurde 1954 von Abercrombie und Heaysman 
geprägt und entsprang der Hypothese, dass beim Aufeinandertreffen zweier Zellen die 
Fortsetzung der Lokomotion in Richtung des Zellkontaktes inhibiert und dafür eine 
Bewegung in die entgegengesetzte Richtung eingeleitet werde (Abercrombie and 
Heaysman, 1954). Eine Erweiterung der die Kontaktinhibition umfassenden Prozesse wurde 
in den darauf folgenden Jahren durch die Arbeitsgruppen um Martz und Stoker 
vorgenommen. Diese beschrieben nicht nur verschiedene Untergruppen der Kontaktinhibtion 
der Lokomotion sondern inkludierten auch den Begriff der Kontaktinhibition der Zellteilung. 
Zur Spezifizierung der letzteren führten Martz und Steinberg hierzu den Begriff 
„postconfluence inhibition of cell division“ ein (Stoker and Rubin, 1967; Martz and Steinberg, 
1972; Martz and Steinberg, 1973). Dabei kommt es durch eine zu hohe Anzahl von Zellen in 
der unmittelbaren Nachbarschaft einer Zelle zu einer Hemmung der Zellteilung (Schmitz, 
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2009).  In der heutigen Zeit werden diese verschiedenen Entitäten gemeinsam unter dem 
Oberbegriff „Kontaktinhibition“ zusammengefasst. 
Nur wenige Forschungsgruppen beschäftigen sich mit dem Einfluss des Eph/ephrin-Systems 
auf die Regulation der Proliferation während der Kontaktinhibition. Jiao und Kollegen 
beschrieben, dass eine hohe ephrin-A2- und ephrin-A3-Expression auf Astrozyten außerhalb 
der subgranulären Zone und der subventrikulären Zone, welche Bezirke der Neurogenese im 
zentralen Nervensystem adulter Säugetiere darstellen, einen inhibitorischen Einfluss auf das 
Wachstum neuraler Progenitorzellen von Mäusen ausübten. Die subgranuläre Zone als 
Proliferationsareal zeigte im Gegensatz dazu eine niedrige Expression von ephrin-A2 und 
-A3. Der Verlust der Expression von ephrin-A2 und -A3 führte wiederum zu einer 
fortgesetzten Neurogenese im gesamten Zentralnervensystem. Da ephrin-Liganden und 
Eph-Rezeptoren membrangebundene Proteine darstellen, liegt die Vermutung nahe, dass 
die beschriebenen Effekte auf die Proliferation vor allem durch den direkten Zellkontakt 
vermittelt werden. Jedoch ist auch nicht auszuschließen, dass lösliche Faktoren, unter 
anderem auch lösliche Formen der Eph-Rezeptoren und ephrin-Liganden, von Bedeutung 
sein könnten (Jiao et al., 2008). 
Die Frage, ob eine Regulation des Eph/ephrin-Systems über die Anzahl interzellulärer 
Kontakte gleichartiger Zellen möglich ist und darüber eine Kontrolle der Proliferation ausüben 
kann, bleibt jedoch weiterhin teilweise offen. In der hier vorliegenden Arbeit wurde zur 
weiteren Differenzierung der Rolle von ephrin-A1 in der endothelialen Proliferation und 
Kontaktinhibition ein Langzeitexperiment über einen Zeitraum von bis zu elf Tagen 
durchgeführt. Unter dieser langen Inkubationszeit ist davon auszugehen, dass die 
Endothelzellen am fünften Tag sicher in die Kontaktinhibition übergegangen sind. Unter 
dieser maximalen Zelldichte ließ sich ebenfalls feststellen, dass eine Entwicklung eines 
ephrin-A1-Expressionsplateaus stattfand, welches als Vermittler eines Zellzyklusarrests 
dienen kann (siehe Abb. 4.6). Der Rezeptor EphA2 zeigte auch unter der Entwicklung einer 
Kontaktinihibition ein konstantes mRNA-Expressionsmuster (Vgl. Abb. 4.7). 
In Hinblick auf die veränderten Expressionsmuster der Mitglieder des Eph/ephrin-Systems 
unter der Entwicklung einer Kontaktinhibition sollte nun die Regulation verschiedener 
Mitglieder der Eph-Familie während eines künstlich induzierten Zellzyklusarrests 
beschrieben werden. Ein experimentell induzierter Mangel an Wachstumsfaktoren durch 
Serumentzug führt dazu, dass Zellen bereits nach kurzer Zeit in die G0-Phase eintreten, da 
unter diesen Bedingungen der Stoffwechsel auf ein Minimum reduziert wird. Ist diese 
Hungerphase hinreichend lang, treten alle Zellen in die G0-Phase ein und es kommt zu 
einem Verharren dieser am G1-Kontrollpunkt (Pardee, 1974; Lundberg and Weinberg, 1999; 
Cooper, 2003; Schmitz, 2009). 
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In der hier vorliegenden Arbeit wurden HUVEC und HUAEC unter Serumdepletion über 
entweder 4 oder 24 h inkubiert. Hierunter zeigte sich eine Expressionsveränderung 
verschiedenster ephrin-Liganden und Eph-Rezeptoren (Abb. 4.8 + Abb. 4.10), jedoch vor 
allem eine „titrierbare“ Induktion des Liganden ephrin-A1, welche sich bis auf Proteinebene 
nachvollziehen ließ  (siehe Abb. 4.9 + Abb. 4.11). 
Bereits häufiger wurde der Einfluss von ephrin-A1 im Rahmen der Tumorneoangiogenese 
diskutiert. Wobei ephrin-A1 vor allem auf einwachsenden Gefäßen nachgewiesen werden 
konnte (Brantley et al., 2002). Hierbei wurde bisher vor allem die Gewebshypoxie als 
Induktor für die gesteigerte ephrin-A1-Expression diskutiert.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen nun auf, dass auch ein anderweitig hervorgerufener 
Zellzyklusarrest zu einer Induktion von ephrin-A1 in Endothelzellen führte. Dies kann 
einerseits im Sinne der Induktion eines Wachstums- und Zellteilungsstopps in Folge einer 
Mangelversorgung, andererseits aber auch als Zeichen der Notwendigkeit einer 
Neovaskularisation zur Wiederversorgung gewertet werden. 
Offen bleibt dabei, ob es sich bei der hier aufgezeigten Regulation von Mitgliedern des 
Eph/ephrin-Systems um einen einfachen Ursache-Wirkungs-Mechanismus auf Basis einer 
Aktivierung eines Eph-Signalings handelt oder ob die Aktiverung von Signalkaskaden des 
Zellzyklusarrests auch eigenständig die Expression der Mitglieder der Eph-Familie 
beeinflussen kann.  
Menges und McCance beschrieben beispielsweise, dass der Einfluss der beiden Ras-
abhängigen Signalkaskaden Raf-MEK1 und PI3K-Akt auf den Zellzyklus in NIH-3T3-
Fibroblasten abhängig von der Intensität und Dauer der Aktivierung dieser Signalwege sei. 
Dabei komme es über Crosstalks zur gegenseitigen Beeinflussung zwischen diesen beiden 
Signalwegen. Sie wiesen einen negativen Einfluss einer konstitutiven Aktivierung des Raf-
MEK1-Signalings auf den Ras-PI3K-Akt-Pathway nach. Dieser Mechanismus basiert auf 
einer negativen Feeback-Inhibition von Ras-PI3K-Akt durch die Induktion von EphA2 und 
führte zu einem Zellzyklusarrest. Eine shRNA-basierte Hemmung von EphA2 konnte einen 
Raf-MEK1-induzierten Zellzyklusarrest zumindest partiell verhindern (Menges and McCance, 
2008). Wenngleich der dabei beschriebene Mechanismus aufzeigt, dass die Eph-Familie im 
Sinne einer Feedback-Schleife in die Regulation eines Zellzyklusarrests eingebunden sein 
kann, so legt sie auch nahe, dass eine Induktion eines Zellteilungsstopps über ein ephrin-A1-
EphA2-Signaling doch möglich ist.  
Einen weiteren Signalweg zur Einbindung der Eph-Familie unter zellulärem Stress, wie z.B. 
DNA-Schädigung, Hitze, Hypoxie, aber auch Nahrungsdepletion beschrieben Dohn et al. 
Eben genannte Einflüsse führten zu einer Stabilisierung von Mitgliedern der p53-Familie 
(p53, p63, p73). Dohn und Kollegen fanden heraus, dass es unter der Stabilisierung von p53 
über ein p53-response Element im Promotor von EphA2 zu einer Zunahme des EphA2-
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Transkripts und -Proteins sowie einer Phosporylierung dessen in H1299- und MCF-7-Zellen 
kam. EphA2 bewirkte wiederum eine Reduktion der Zellproliferation. Hierbei wurde aber eher 
eine Förderung der Apoptose als ein direkter Beitrag zum Zellzyklusarrest diskutiert. 
Interessanterweise führten p53 und p73 ebenfalls zu einer Induktion des EphA2-Liganden 
ephrin-A1, was eine Rolle eines ephrin-A1-EphA2-Signalings unter zellulärem Stress im 
Sinne einer  proapoptotischen Signalkette impliziert (Dohn et al., 2001). 
5.3 Auswirkungen einer ephrin-A1-EphA2-Wechselwirkung auf die 
Proliferation  
In den zuvor beschriebenen Experimenten konnte eine Regulation des Eph/ephrin-Systems, 
vor allem aber des Liganden ephrin-A1, unter verschiedenen Wachstumsbedingungen bzw. 
-zuständen von Endothelzellen aufgezeigt werden. Weiterhin deuten viele Ergebnisse auf 
eine Regulation durch die Interaktion mit dem Rezeptor EphA2 hin. 
Nicht im Rahmen dieser Arbeit dargestellte Stimulationexperimente mit ephrin-A1-, EphA2- 
und EphA4-Fc zeigten keinen Einfluss einer 8-stündigen Stimulationsphase auf das 
Proliferationsverhalten von HUVEC. Im Vergleich zu einer Kontrollstimulation mit IgG-Fc 
konnten jedoch nach einer 24-stündigen Stimulation mit EphA2 und EphA4 gesteigerte 
endotheliale Proliferationsraten festgestellt werden. Daraus entstehende und zu 
diskutierende Hypothesen werden im Folgenden aufgeführt: 
Es ist anzunehmen, dass es unter der Inkubation mit vorab nicht geclusterten EphA2- und 
EphA4-Fc-Fragmenten zu einem verminderten ephrin-A1-forward Signaling durch die 
Blockade von ephrin-A1-Molekülen kommt (Vearing and Lackmann, 2005). Die Reduktion 
dieser ephrin-A1-EphA2/A4-Signalkaskade führt zu einer Steigerung der Proliferationsrate. 
Andererseits ist ebenfalls in Betracht zu ziehen, dass eine Behandlung mit ungeclustertem 
EphA2- und EphA4-Fc auch zu einer Blockade eines ephrin-A-vermittelten Rückwärtsignals 
und darüber zu einer Förderung der Proliferation führen kann (vgl. Holmberg et al., 2005). 
Potentiell ist auch zu erwägen, dass ein durch EphA2- und EphA4-Fc ausgelöstes reverse 
Signaling über eine EphA2/A4-ephrin-A1-Interaktion einen Effekt auf die mitotische Aktivität 
bzw. den Zellzyklus haben könnte. Einen möglichen Mechanismus dafür beschrieben Hattori 
und Kollegen: In Folge eines reverse Signalings über ephrin-A-Liganden werden über eine 
Assoziation mit der Metalloprotease Adam 10 eben diese ephrin-A-Liganden von der 
Zelloberfläche weggeschnitten und hierüber wiederum sowohl reverse als auch forward 
Signaling beeinflusst, vor allem aber eingeschränkt (Hattori et al., 2000; Murai and Pasquale, 
2003).  
Im Gegensatz dazu scheint vorab nicht geclustertes ephrin-A1-Fc nicht ausreichend zur 
Aktivierung der Eph-Rezeptoren bzw. der Auslösung eines forward Signalings zu sein oder 
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die Blockade eines reverse Signalings einer EphA2-ephrin-A1-Interaktion durch Inkubation 
mit ephrin-A1-Fc hat, im Gegensatz zu den oben genannten Äußerungen, keinen Einfluss 
auf die Proliferation von HUVEC. 
In Stimulationsexperimenten zeigten auch andere Arbeitsgruppen einen Einfluss der Eph-
Familie auf die Proliferation verschiedener Endothelzelltypen. Hierbei wird ebenfalls eine 
ephrin-A1-EphA2-Interaktion in den Mittelpunkt gerückt: 
In bovinen retinalen Endothelzellen (BREC) beschrieben Ojima und Kollegen eine 
Stimulation von EphA2-Rezeptoren durch ephrin-A1-Fc, welche die VEGFR2-
Rezeptorphosphorylierung und dessen downstream-Signalkaskade hemmte und in einer 
reduzierten VEGF-induzierten Migration, angiogenetischen Kapazität (Tubeformation) und 
einer verminderten Proliferation der BREC resultierte (Ojima et al., 2006).  
In MPMEC (murinen pulmonalen mikrovaskulären Endothelzellen) wiesen Brantley-Sieders 
und Kollegen nach, dass eine EphA2-Defizienz keinerlei Auswirkungen auf die endotheliale 
Zellproliferation/-apoptose/-überleben im Vergleich zu Wildtypzellen habe (Brantley-Sieders 
et al., 2004). Weiterhin zeigte sich, dass kein Unterschied in der EphA2-Phosphorylierung 
zwischen der Stimulation mit dimeren ephrin-A1-Fc und geclusterten ephrin-A1-Fc besteht. 
Im Rahmen der Untersuchungen zur Auswirkung der Zelldichte von Endothelzellen auf die 
Expression von ephrin-A1 konnte festgestellt werden, dass die mRNA-Expression des 
ephrin-A1-Rezeptors EphA2 in demselben Versuchsaufbau trotz verschiedener 
Ausgangsdichtewerte weitgehend konstant war, während der EphA2-Proteingehalt hingegen 
nach 48 bzw. 72 h invers mit der Zelldichte und damit auch mit der ephrin-A1-Expression 
korrelierte. Hierbei ist eine Art Feedback-Mechanismus, wie er bereits von anderen 
Arbeitsgruppen beschrieben wurde (Macrae et al., 2005; Wykosky et al., 2008), denkbar. Ein 
möglicher Mechanismus könnte die mit zunehmender Dichte und damit erhöhter ephrin-A1-
Expression gesteigerte Aktivierung von EphA2 und die hierdurch zunehmende 
Internalisierung und Degradierung des ephrin-A1-EphA2-Komplexes durch vermehrte 
Rezeptor-Liganden-Interaktion in dicht wachsenden Endothelzellen sein (Sabet et al., 2015). 
Da vor allem ephrin-A1 und EphA2 und deren proliferationsregulierende Interaktion diskutiert 
werden, sollte nun auch der Einfluss einer verminderten Expression von ephrin-A1 und 
EphA2 auf die endotheliale Proliferation untersucht werden. Es zeigte sich ein 
proliferationssteigernder Effekt einer verminderten  ephrin-A1- und EphA2-Expression (Abb. 
4.14 und Abb. 4.15). Eine Überexpression von ephrin-A1 in einem gleichartigen 
Experimentalansatz rief in Analogie dazu eine Proliferationshemmung in HUVEC hervor (vgl. 
Abb. 4.16). Überlegungen hierzu umfassen, dass eine verminderte ephrin-A1-Expression zu 
einer höheren Proliferationsrate der Endothelzellen führt. Hierbei ist zu beachten, dass eine 
Reduktion der ephrin-A1-Expression in einer direkten Verminderung des durch ephrin-A1-
vermittelten forward Signalings resultiert. In Analogie hierzu kann eine siRNA-vermittelte 
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Hemmung der EphA2-Expression ebenfalls über eine Reduktion des forward Signalings von 
ephrin-A1 zu einer gesteigerten Proliferation führen. Eine Überexpression von ephrin-A1 hat 
einen hemmenden Effekt auf die mitotische Aktivität von HUVEC, was ergänzend zu den 
eben genannten Ergebnissen einen weiteren Hinweis dahingehend birgt, dass eine 
ephrin-A1-EphA2-Interaktion einen proliferationshemmenden Effekt zur Folge hat. 
Der Einfluss des Liganden ephrin-A1 auf die mitotische Aktivität verschiedenster Zelltypen 
gewann vor allem durch dessen häufig konstitutionell veränderte Expression in Krebszellen 
in Folge eines Ausfalls diverser Reguationsmechanismen an Aufmerksamkeit. Es gibt 
unterschiedlichste Forschungsansätze, die versuchen über eine Manipulation der Eph-
ephrin-Interaktion das Tumorwachstum zu verlangsamen bzw. sogar rückgängig zu machen, 
so dass viele Veröffentlichungen zur Beeinflussung der zellulären Proliferation durch 
Mitglieder des Eph/ephrin-Systems aus dem tumorbiologischen Bereich stammen. 
Zu ganz ähnlichen Ergebnissen wie in der hier vorliegenden Arbeit gelangten Liu und 
Kollegen. Diese zeigten, dass verschiedenste Gliomzelllinien (darunter auch U251) im 
Vergleich zum normalen Hirngewebe eine verminderte Expression von ephrin-A1 vorweisen. 
Eine Überexpression von ephrin-A1 in U251-Zellen resultierte wiederum in einer 
verminderten Proliferationsrate im Vergleich mit U251-Zellen, die mit einem Kontrollvektor 
transduziert wurden (Liu et al., 2007). 
Konträre Ergebnisse erlangten Zhang et al., welche den Einfluss des Transkriptionsfaktors 
Hic1 (hypermethylated in cancer) auf die ephrin-A1-Expression und das Tumorwachstum 
untersuchten. Die Wiederherstellung der Hic1-Funktion in Brustkrebszellen, einem 
Repressor von ephrin-A1, führte zu einer signifikanten Reduktion des Tumorwachstums in 
Nacktmäusen. Die Co-Überexpession von ephrin-A1 mittels eines Adenovirus‘ resultierte 
wiederum in einem Wachstum der Tumoren, wobei eine Signalkaskade über EphA2 oder 
EphA4 vermutet wurde (Zhang et al., 2010). 
In der Interpretation derartiger Tumorwachstumsstudien ist zu beachten, dass die 
Tumorgröße von verschiedenen Einflussfaktoren, wie zum Beispiel von der Länge des 
Zellzyklus,  der Proliferationsrate, einem Zellzyklusarrest bzw. der Empfindlichkeit gegenüber 
Stressoren sowie der Apoptoserate und dem Zellüberleben beeinflusst wird. Hier zeigten 
zum Beispiel Tandon und Kollegen, dass eine ephrin-A1-EphA2-Interaktion eine Krebszell-
spezifische Apoptose induziert. Sie beschrieben, dass durch die adenovirale Überexpression 
von ephrin-A1 die Apoptose in Brustkrebszelllinien verstärkt wird und das Tumorwachstum 
im Mausmodell durch Transduktion mit einem ephrin-A1-überexprimierenden Virus reduziert 
wird (Tandon et al., 2012). Auch die Arbeitsgruppe um Dohn beschrieb, wie schon im 
vorangehenden Kapitel dargelegt, dass ein ephrin-A1-EphA2-Signaling zu einer Steigerung 
apoptotischer Prozesse in H1299- und MCF-7-Zellen führen kann (Dohn et al., 2001).  
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Da jedoch in der vorliegenden Arbeit die BrdU-Inkorporation gemessen wurde, ist bei den 
hier durchgeführten Experimenten ausschließlich von einem direkten hemmenden Einfluss 
einer ephrin-A1-EphA2-Interaktion auf die Proliferationsrate auszugehen.  
5.4 Einfluss der Eph-Familie auf die zelluläre Migration und 
Wundheilung 
Da die bisherigen Ergebnisse darauf hindeuten, dass Interaktionen mit dem Liganden 
ephrin-A1 mit hoher Wahrscheinlichkeit an der Regulation von Proliferation und 
Kontaktinhibition von Endothelzellen beteiligt sind, sollte nun zunächst die Regulation 
verschiedener Mitglieder des Eph/ephrin-Systems unter der Reinitiierung von Wachstum und 
Proliferation in einer Endothelwunde untersucht werden. Hierzu erfolgte das gezielte Setzen 
verschieden großer Endotheldefekte in einen konfluenten Endothelzellmonolayer. 
Hierbei zeigte sich eine signifikante Reduktion der ephrin-A1-Expression und Proteinmenge, 
welche reziprok proportional mit der Größe der Wundfläche korrelierten. Vergleichbare, 
wenngleich nicht so stark ausgeprägte, Effekte ließen sich auch für ephrin-B2 und die 
Rezeptoren EphA2 und EphA4 feststellen (vgl. Abb. 4.18 und Abb. 4.19). 
Ein derartiger endothelialer Wundverschluss wird teils durch Migration teils durch 
Proliferation bewältigt (Clowes et al., 1986). Hierbei sind massiv verminderte ephrin-A1-
Spiegel im Wunddefekt als Resultat einer geringeren Zelldichte am Wunddefekt im Sinne 
einer Proliferationsinduktion denkbar.  
Interessanterweise zeigten andere Forschungsgruppen eine Hochregulation diverser ephrin-
Liganden im bzw. während des Wundheilungsprozesses oder aber eine ephrin-induzierte 
Migration. Brantley-Sieders und Kollegen beschrieben eine ephrin-A1-induzierte Migration 
von MPMEC (murinen pulmonalen mikrovaskulären Endothelzellen), welche in EphA2-
defizienten MPMEC massiv gehemmt stattfand. Unter der Reexpression von EphA2 mittels 
Adenovirus ließ sich dabei die zelluläre Migration wiederherstellen (Brantley-Sieders et al., 
2004). Es ist dabei zu vermuten, dass ephrin-A1 in diesem Wundheilungsprozess nicht nur 
an der Regulation der Proliferation sondern auch der Migration beteiligt sein könnte. 
In einer anderen Arbeit beschrieben Kaplan et al. eine komplexe Regulation des 
Migrationsverhaltens durch ephrin-A1-EphA2-Interaktionen. Dabei resultierte eine 
Stimulation von EphA2-reprimierten hTCEpi (Telomerase-immortalisierten humanen 
kornealen Epithelzellen) mit ephrin-A1-Fc in einer nur gering beschleunigten Wundheilung, 
während in EphA2-exprimierenden hTCEpi diese auf ephrin-A1-Stimulation hin wesentlich 
schneller von statten ging. Eine alleinige Hemmung bzw. Reduktion von EphA2 ohne 
Stimulation zeigte keine relevanten Veränderungen der Wundheilungsgeschwindigkeit, was 
in Summe dahingehend gedeutet wurde, dass EphA2 in erster Linie ein ephrin-A1-
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stimuliertes Wundheilungsverhalten vermittelt. hTCEpi, die EphA2-überexprimierten, zeigten 
wiederum eine geringere Wundheilungsantwort als Zellen, die mit einem Kontrollvektor 
transduziert wurden. Unter EphA2-Überexpression und ephrin-A1-Fc-Stimulation ließ sich 
die Wundheilung weiter verlangsamen. Interessanterweise zeigten ephrin-A1-
überexprimierende hTCEpi insgesamt ein eingeschränktes Migrationsverhalten, welches von 
einer zusätzlichen Gabe von ephrin-A1-Fc unabhängig war (Kaplan et al., 2012). 
Anhand dieser Beispiele lässt sich ein Einfluss der Eph-Familie auf das Wundheilungs- und 
Migrationsverhalten verschiedenster Zelltypen feststellen. Es wird aufgezeigt, dass sich 
keine einfachen Ursache-Wirkungs-Mechanismen, sondern ein sensibel reguliertes und von 
vielerlei Einflussfaktoren abhängiges System dahinter verbergen muss. Dabei steht vor allem 
wieder ein Einfluss einer ephrin-A1-EphA2-Interaktion in der Regulation der Migration 
epithelialer Zelltypen im Mittelpunkt. Einen anderen Denkansatz verfolgte die Arbeitsgruppe 
um Adams und Kollegen im Bereich der ephrin-B-Liganden: Sie untersuchten den Einfluss 
einer Stimulation mit ephrin-B1 und ephrin-B2 auf das angiogenetische Potential von 
adrenal-cortex-derived microvascular endothelial cells und zeigten ein gesteigertes 
Aussprossungsverhalten dieser im Angiogenese-Assay. Hierbei wurde ein zugrunde 
liegender Einfluss dieser Stimulation mit ephrin-B-Liganden auf die Kontaktinhibition der 
Endothelzellen diskutiert. So wird vermutet, dass exogen appliziertes ephrin-B die 
Endothelzellen aus der Kontaktinhibition löst, indem es die Zellmotilität erhöhe (Adams et al., 
1999).  
Vor allem in Tumorzellen konnte ein Verlust von Zell-Zell-Adhäsionen im downstream 
Signaling von EphA-Rezeptoren gezeigt werden, wobei der Aktivierung von RhoA in diesem 
Zuge eine entscheidende Rolle zugesagt wird (Parri et al., 2009; Singh et al., 2012). Auch in 
verschiedenen Studien an neuronalen Zellen der Gattung der Krallenfrösche (Xenopus) 
kommt der durch EphA ausgelösten Signalkaskade und dessen inhibierende Wirkung auf 
RhoA ebenfalls eine desadhäsive Funktion zu (Winning et al., 2002; Bisson et al., 2007). 
Singh und Kollegen diskutieren dabei unter Beachtung der Diversität der Zelltypen vor allem, 
dass die Generierung von Stressfasern durch eine Aktivierung von RhoA und die damit 
verbundene Zellabrundung in migrierenden Zellen ausreicht, um Zell-Zell-Adhäsionen zu 
verhindern und damit eine Repulsion oder Desadhäsion auslöst. In anderen Zelltypen mit 
präexistenten interzellulären Adhäsionen, wie sie in ausgeprägtem Maße in epithelialen 
Zellverbänden auftreten, werden diese hingegen vermutlich durch eine RhoA-vermittelte 
Stabilisierung von Cadherin-Komplexen gestärkt (Singh et al., 2012). 
Um die Rolle der ephrin-A1-EphA2-Interaktion während der Wundheilung besser zu 
verstehen, wurde 2 bzw. 24 h nach Setzen eines Endotheldefektes der EphA2-Proteingehalt 
bestimmt. Zusätzlich wurde ebenfalls der Phosphorylierungsstatus von EphA2 in den 
Postitionen Y588 und S897 bestimmt. Die Y588-Phosphorylierung findet ligandenabhängig 
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statt, während die Phosphorylierung in Position S897 v.a. für eine ligandenunabhängige 
Aktivierung während der Migration von Zellen beschrieben wurde (Miao et al., 2009). 
Prinzipiell ist hierbei davon auszugehen, dass eine unterschiedliche Phosphorylierung der 
beiden Phosphorylierungsstellen im verletzten und unverletzten Bereich vorherrscht. Hierbei 
sollte in der Theorie die Phosphorylierung von Y588 im unverletzten Bereich höher sein als 
im unverletzten; im Falle von S897 genau anders herum. Um einen Einblick in etwaige 
kausale Zusammenhänge einer Modulation der ephrin-A1-Expression und des 
Phosphorylierungsstatus des EphA2-Rezeptors zu bekommen, wurde nach Tranfsfektion mit 
ephrin-A1-hemmenden siRNAs bzw. der Infektion mit ephrin-A1-kodierenden Adenoviren der 
Einfluss auf die Phosphorylierung des EphA2-Rezeptors an den Phosphorylierungsstellen 
S897 und Y588 sowie die EphA2-Gesamtproteinmenge mittels Western Blot Analyse 
festgestellt. 
Hierbei zeigte sich unter einer siRNA-vermittelten Hemmung von ephrin-A1 ein Anstieg des 
EphA2-Proteingehaltes, was auf eine verminderte Liganden-induzierte Aktivierung und einer 
damit reduzierten Internalisierung und Degradierung des ephrin-A1-EphA2-Komplexes 
zurückzuführen sein kann. Weiterhin konnte ein Anstieg der Phosphorylierung von S897, 
einer Phosphorylierungsstelle, welche ligandenunabhängig während der Migration von Zellen 
aktiviert wird (Miao et al., 2009; Barquilla et al., 2016), und eine verminderte 
Phosphorylierung der ligandenabhängigen Y588-Phosphorylierungsstelle beobachtet 
werden. (siehe Abb. 4.26 A). Dies könnte auf eine durch verminderte ephrin-A1-Level – wie 
sie beispielsweise in einem Endotheldefekt an der Migrationsfront in den Leitzellen mit einer 
geringen Zelldichte auftritt – induzierte Migration hindeuten. 
In Einklang mit diesen Ergebnissen führte eine adenovirale ephrin-A1-Überexpression zu 
einer dramatischen Verminderung des Gesamt-EphA2-Proteingehaltes. Hierbei zeigten sich 
ein Anstieg der ligandenabhängigen Y588- und ein Abfall der ligandenunabhängigen S897-
Phosphorylierung in EphA2. In Bezug auf die stark reduzierte EphA2-Menge stellte sich der 
pEphA2S897-Gehalt jedoch unverändert dar (siehe Abb. 4.26 B). Während die stark 
reduzierten EphA2-Mengen vermutlich auf einen gesteigerten Abbau des Rezeptor-
Liganden-Komplexes infolge einer vermehrten Aktivierung zu deuten sind, kommt es zu 
keiner wesentlichen Veränderung der bei Migration aktivierten S897-
Phosphorylierungsstelle, was für ein Ausbleiben einer Migration unter hohen ephrin-A1-
Spiegeln (z.B. in dichten Endothelzellen fernab von einem Defekt) spricht. Die gesteigerte 
ligandenabhängige Aktivierung von EphA2 könnte jedoch parallel hierzu noch einen 
negativen Einfluss auf die proliferative Kapazität nehmen. 
Im Scratch Assay erscheint auch der Zeitverlauf bzgl. der EphA2-Phosphorylierung 
interessant. Wobei nach 2 h die Phosphorylierung von S897 signifikant steigt; die von Y588 
signifikant fällt, sich aber nach 24 h wieder auf dem Ausgangsniveau befindet. 24 h nach 
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Setzen des Endotheldefektes konnte weiterhin eine gesteigerte S897-Phosphorylierung 
gemessen werden. Weiterhin stellt sich nach 24 h der Trend für eine erhöhte EphA2-
Proteinmenge dar, was für eine verringerte lingandenabhängige Phosphorylierung und damit 
verringerte Internalisierung spricht.  
Die bisherigen Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit deuten an, dass es im Bereich der 
endothelialen Proliferation und Migration zu einer differenzierten Regulation des Liganden 
ephrin-A1 und des korrespondierenden Rezeptors EphA2 kommt und die Interaktion dieser 
entscheidenden Einfluss auf die eben genannten Prozesse nehmen kann.  
Ventrella und Kollegen beschrieben eine essentielle Rolle der EphA2-
Transmembrandomäne und deren Einfluss auf die Rezeptor- und Liganden-Verteilung im 
Bereich der Zell-Zell-Kontakte der Zellmembran, welche über eine Modulation der ephrin-A1-
Level das Wundheilungverhalten humaner Keratinozyten und damit die kutane Wundheilung 
beeinflussen kann. Hierbei wurde ebenfalls eine Inhibition der Keratinozytenmigration durch 
ephrin-A1 beschrieben. Im Umkehrschluss zeigte sich ein effizienterer Verschluss im 
Wundheilungversuch unter siRNA-vermittelter ephrin-A1-Hemmung (Ventrella et al., 2018). 
Schon lange ist bekannt, dass die Eph-Familie eine entscheidende Rolle in der Formation 
und Definition von Gewebe- und Organgrenzen besitzt. Bereits 1996 erforschten Gale und 
Kollegen die reziproke Expression von Eph-Rezeptoren und zugehörigen ephrin-Liganden 
während der Embryogenese, welche über die Verhinderung einer transsegmentalen 
Zellmigration eine Bedeutung des Eph/ephrin-Systems in der Formation räumlicher Grenzen 
andeutete (Gale et al., 1996). Eine weitere Arbeit von Mellitzer et al. zeigte, dass EphB-
ephrin-B-Interaktionen die Zellzuordnung zu verschiedenen Segmenten fördern und eine 
Vermischung der Zellen über segmentale Grenzen verhindern, unterstützen diese Hypothese 
(Mellitzer et al., 1999). 
Ein Aspekt, welcher in einem Woundhealing Assay von Foo und Kollegen beobachtet 
werden konnte, zeigte eine verminderte Mobilität der Kontrollzellen nach dem 
Spaltverschluss, während ephrin-B2-defiziente vSMC hingegen weiterhin eine aktive 
Migration aufwiesen. Die wurde als Hinweis auf eine Rolle von ephrin-B2 in der Inhibition von 
Migration über den direkten Zell-Zell-Kontakt gewertet (Foo et al., 2006). Diese zuletzt 
genannte Beobachtung konnte auch in den Woundhealing Assays mit ephrin-A1-reprimierten 
HUVEC der vorliegenden Arbeit gemacht werden. Hierbei fand auch nach Defektverschluss 
weiterhin eine rege Migrationstätigkeit im Vergleich mit den Kontrollzellen statt. Im 
Gegensatz dazu zeigten ephrin-A1-überexprimierende wie auch β-Galactosidase-
überexprimierende HUVEC nach Verschluss des Spaltes kaum noch eine aktive Migration. 
Verfolgt man den Gedankengang von Foo et al. weiter, dann ist dies in Summe als Hinweis 
auf eine ephrin-A1-vermittelte Migrationsinhibiton zu deuten. 
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In der vorliegenden Arbeit sollte überprüft werden, welches Verhalten Endothelzellen 
aufzeigen, wenn eine Wachstumsfront dieser auf eine Region mit einer hohen ephrin-A1- 
Konzentration trifft. Hierzu erfolgte die Aussaat von HUVEC in Nachbarschaft zu mit 
ephrin-A1-Fc und humanem IgG-Fc beschichteten Oberflächen. Nach einer Dauer zwischen 
6 und 9 Tagen erreichten die Endothelzellen diese Beschichtungsreale. Dabei konnte der 
Überzug mit ephrin-A1-Fc das Überwachsen des Areals durch HUVEC verhindern, wobei 
durchschnittlich nur ca. 15 % der ursprünglichen Beschichtungsfläche bewachsen wurden 
und eine klare Grenze zu dem Beschichtungsareal bestehen blieb. Das Kontrollfeld mit 
einem IgG-Fc-Coating schien das Wachstumsverhalten der HUVEC hingegen nicht im 
Geringsten zu beeinflussen und wurde im selben Zeitfenster zu 59 % im Mittel mit 
Endothelzellen überwachsen (Abb. 4.27). 
O´Leary und Wilkinson fassten in einer Übersichtsarbeit zahlreiche Eph/ephrin-vermittelte 
Signalwege zusammen, die über eine zellkontaktvermittelte Repulsion an Organ- und 
Gewebegrenzen ein überschießendes Wachstum z.B. des Wachstumskegels von Axonen in 
unerwünschte Territorien verhinderten. Dabei wird vor allem eine graduelle Expression von 
ephrin-Liganden und Eph-Rezeptoren als Basis für die Regulation von Adhäsion und 
Repulsion im Zusammenhang mit dem topografischen Mapping, insbesondere im 
retinotectalen System, in den Mittelpunkt gerückt (O'Leary and Wilkinson, 1999).  
Cayuso et al. beschrieben die differentielle Zell-Zell-Adhäsion sowie die Zell-Zell-„Klebrigkeit“ 
(stickiness) in Abhängigkeit von Zelladhäsionsmolekülen (Steinberg, 1970; Steinberg and 
Takeichi, 1994) und die kortikale Spannung bzw. lokale Kontraktion an der Grenzfläche 
verschiedener Zellpopulationen (Harris, 1976; Landsberg et al., 2009; Monier et al., 2010) als 
weitere Möglichkeiten in der zellulären Definition von Grenzen (Cayuso et al., 2015). Dabei 
sei viel mehr ein Zusammenspiel aller drei als nur ein Einzelmechanismus ausschlaggebend 
für die Bildung von Grenzen zwischen verschiedenen Zellpopulationen und die Defintion von 
Grenzen könne nicht nur exklusiv durch die Eph-Familie gesteuert werden (Fagotto, 2014). 
Jedoch sind es vor allem EphA-Rezeptoren und ephrin-A-Liganden, die über eine graduelle 
Verteilung und die Auslösung repulsiver Antworten, beispielsweise im retinoectalen System 
in das topografische Mapping, involviert sind. Von besonderer Bedeutung sind hierbei die 
beiden Liganden ephrin-A2 und ephrin-A5 (Cheng et al., 1995; Drescher et al., 1995). 
Zelltyp- und Liganden-spezifische Effekte wurden z.B. von Nakamoto und Drescher 
beschrieben: So zeigten temporale retinale Axone eine starke Abstoßungsreaktion 
gegenüber von tectal-lokalisiertem ephrin-A2, während nasale retinale Axone davon 
unbeeinflusst blieben (Nakamoto et al., 1996). Im Kontrast dazu stießen hohe 
Konzentrationen von ephrin-A5 sowohl temporale als auch nasale retinale Axone ab 
(Drescher et al., 1995). Eben diese Effekte von ephrin-A2 und ephrin-A5 in vivo und dass 
vornehmlich ephrin-A5 die Funktion eines grenzenbildenden Agenz einnimmt und retinale 
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Ganglionzellen vor einem überschießenden Wachstum über das posteriore Ende des 
Tectums bewahrt, zeigten Brennan und Kollegen: So konnte das ephrin-A2-Ortholog 
zfEphL3 mit einer Repulsionswirkung auf temporale Axone in einem abfallenden posterior-
anterior-Expressionsgradienten im Tectum des Zebrafisches lokalisiert werden. Das 
ephrin-A5-Ortholog zfEphL4 zeigte eine extrem hohe Expression in einem Gewebeband 
direkt am kaudalen tectalen Ende und führte zu einer Abstoßung sowohl nasaler als auch 
temporaler retinaler Axone (Brennan et al., 1997). Weitere Hinweise für diese 
grenzdefinierende Funktion von ephrin-A5 erbrachte eine ephrin-A5-Null-Maus von der 
Arbeitsgruppe um Frisén, bei welcher im Gegensatz zur Wildtypmaus durch eine fehlende 
ephrin-A5-Expression im inferioren Colliculus, welcher direkt an den superioren Colliculus 
angrenzt, ein überschießendes Wachstum retinaler Axone aus dem superioren in den 
inferioren Colliculus beobachtet werden konnte (Frisen et al., 1998).  
Dass der grenzbildenden Funktion von Mitgliedern der Eph-Familie aufgrund der Zellkontakt-
abhängigen Signalweiterleitung dieser ein fein reguliertes Spiel in der Vermittlung zwischen 
Adhäsion und Repulsion zugrunde liegen muss, äußern Poliakov und Kollegen (Poliakov et 
al., 2004). Es bestehen Hinweise, dass komplett gegensätzliche Auswirkungen wie Adhäsion 
und Repulsion durch geringste Konzentrationsunterschiede von Liganden und 
Aktivierungsgrade von Eph-Rezeptoren möglich sind. So zeigten z.B. O´Leary und Wilkinson 
eine gesteigerte Adhäsion von Endothelzellen nur infolge einer Rezeptoraktivierung mit 
höhergradiger Clusterbildung. Dabei stimulierten dimerisierte ephrin-Liganden eine Eph-
Rezeptorphosphorylierung, ein cell attachment trat jedoch nur nach der Aktivierung mit 
höhergradig geclusterten ephrin-Multimeren auf (O'Leary and Wilkinson, 1999). Die 
Signalweiterleitung erfolgt hierbei vor allem über die Rho family GTPasen (cdc42, Rac, 
RhoA) und umfasst beispielsweise die Src-Tyrosinkinase, Ephexin, Nck als 
Signaltransduktoren (Pasquale, 2008). 
Es kommen verschiedene Mechanismen zur Beendigung der Eph-ephrin-Interaktion und 
einer damit verbundenen Einleitung einer Repulsionsantwort in Frage: Die 
Forschungsgruppe um Hattori beschrieb im Zusammenhang mit einer EphA3-ephrin-A2-
Interaktion eine proteolytische Spaltung der Juxtamebrandomäne von ephrin-A2 durch die 
ADAM-10-(kuzbanian)-Metalloproteinase. Ohne Eph-Rezeptor komme es dabei zu einer 
ADAM-10-Anbindung an ephrin-A2 ohne Spaltung und erst durch die Bindung (nicht 
Aktiverung) eines Eph-Rezeptors komme es dann parallel zum zytoskelettalen Kollaps zu 
einer Aktivierung der Metalloproteinase (Hattori et al., 2000). Einen ganz neuen 
Mechanismus erforschten Eriksson und Kollegen: Sie beschrieben eine Spaltung von EphB2 
und EphA2 durch den proteolytisch aktiven tissue factor/coagulation factor (TF/FVIIA)-
Komplex (Eriksson et al., 2014). 
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EphB4-ephrin-B2-Interaktionen während der Vaskulogenese sind schon länger für eine 
Grenzbildung zwischen arteriellem und venösem System bekannt und verhindern eine 
Vermischung der Zellen an diesen (Wang et al., 1998; Adams and Klein, 2000). Eine 
Beendigung einer Eph-ephrin-Interaktion zur Einleitung einer repulsiven Antwort durch eine 
Endozytose von EphB-ephrin-B-Komplexen stellten Marston und Zimmer in den Mittelpunkt 
(Marston et al., 2003; Zimmer et al., 2003). Für die Internalisierung von ephrin-A-EphA-
Komplexen gebe es bisher keine Beweise (Poliakov et al., 2004). Jedoch bestehen Hinweise 
auf eine Endozytose von zumindest EphA-Rezeptoren in Folge einer Aktiverung zur 
Terminierung eines ephrin-A-EphA-Signalings (Walker-Daniels et al., 2002; Wang et al., 
2002). 
Als Resümee der im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten (vgl. 4.10 und 4.12) sowie den 
eben aufgeführten Veröffentlichungen ist festzustellen, dass in vielen physiologischen 
Prozessen ephrin-A-Liganden in grenzbildende Prozesse involviert sind, so dass denkbar ist, 
dass auch ephrin-A1 eine einschränkende Funktion in der endothelialen Migration 
einnehmen kann. 
Zur weiteren Differenzierung der Rolle des Liganden ephrin-A1 und seines Rezeptors EphA2 
in der endothelialen Migration wurde nun in einem Experimentalansatz untersucht, welche 
Auswirkungen eine Manipulation der ephrin-A1- und EphA2-Expression auf den 
Spaltverschluss in einem Woundhealing Assay mit Endothelzellen hat. Hierbei zeigte sich, 
dass sowohl eine siRNA-vermittelte Hemmung von ephrin-A1 als auch die ephrin-A1-
Überexpression einen beschleunigten endothelialen Spaltverschluss zur Folge hatten (siehe 
Abb. 4.21 und Abb. 4.23). Auch unter einer siRNA-ermittelten Hemmung von EphA2 kam es 
zu einem beschleunigten Spaltverschluss. 
Da in einem klassischen Wundheilungsversuch die Dynamik der Wundheilung nicht 
untersucht werden kann, wurde ein live cell imaging Ansatz gewählt. Dabei war zu 
beobachten, dass eine siRNA-vermittelte Hemmung der ephrin-A1- und EphA2-Expression 
in einer erhöhten Migrationsgeschwindigkeit im Vergleich mit den mit Kontroll-siRNA-
transfizierten Zellen resultierte. Auffällig war jedoch eine deutliche Abnahme des gerichteten 
Wachstums, welches sich durch eine Reduktion der Directness und einer geringeren 
Signifikanz des Hauptbewegungsvektors im Rayleigh-Test verifizieren ließ (siehe Abb. 4.24). 
Die Migration unter einer Hemmung der ephrin-A1- oder EphA2-Expression wirkte dabei, 
trotz hoher Geschwindigkeit, sehr ungerichtet, relativ unkoordiniert und wenig fokussiert. 
Im Gegensatz dazu wies die Überexpression von ephrin-A1 ganz andersartige Auswirkungen 
auf das Migrationsverhalten von Endothelzellen auf. Ephrin-A1-überexprimierende 
Endothelzellen zeigten keinerlei relevante Veränderungen ihrer Migrationsgeschwindigkeit,  
allerdings fand die Migration unter ephrin-A1-Überexpression deutlich gerichteter statt, was 
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sich anhand einer erhöhten Directness und einem höheren Signifikanzniveau im Rayleigh-
Test nachvollziehen ließ (vgl. Abb. 4.25). 
Diese Beobachtungen legen nahe, dass der beschleunigte Spaltverschluss unter Hemmung 
von ephrin-A1 oder EphA2 vor allem auf die beschleunigte Migrationsgeschwindigkeit, unter 
ephrin-A1-Überexpression eher auf ein wesentlich fokussierteres Migrationsverhalten 
zurückzuführen ist. Verschiedene kausale Mechanismen lassen sich dahinter vermuten:  
Die ungerichtete Migration unter siRNA-vermittelter Hemmung von ephrin-A1 oder EphA2 
könnte auf einem mangelhaften Aufbau eines einerseits intrazellulären ephrin-A1-
Expressionsgefälles, aber andererseits auch eines defizienten ephrin-A1-Gradienten im 
Verlauf des gesamten Zellverbundes (im Sinne einer territorialen Orientierung), welcher die 
Migrationsrichtung vorgibt, basieren. Andererseits kann die ungerichtete Migration auch auf 
eine verminderte repulsive Antwort beim Kontakt zu anderen Zellen zurückzuführen sein, 
wobei auch die verminderte EphA2-Expression von Bedeutung sein kann. Infolgedessen 
kommt es häufiger dazu, dass sich die migrierende Zelle „verirrt“ – also häufiger, wenn auch 
nur kurzzeitig, an anderen Zellen adhäriert.  
Eine derartige Lotsenrolle des ephrin-A-EphA-Signalings im Zusammenhang mit einer 
repulsiven Antwort während des topografischen Mappings (s.o.) wurde bereits von mehreren 
Forschungsgruppen bei der neuronalen Entwicklung beschrieben. Hierbei wurde ebenfalls 
eine konzentrationsabhängige Stärke der Repulsion beschrieben (O'Leary and Wilkinson, 
1999). Das sehr gerichtete Wachstum ephrin-A1-überexprimierender Endothelzellen kann 
dementsprechend auf eine verstärkte repulsive Antwort zwischen den Endothelzellen und ein 
dadurch vermitteltes „Schubsen“ in Richtung des Endotheldefekts zurückzuführen sein 
(Cayuso et al., 2015).  
Eine Hochregulation verschiedener EphA-Familienmitglieder konnte in diversen Tumortypen, 
wie z.B. dem Brust-, Prostata-, Kolon-, Lungenkrebs und dem Melanom festgestellt werden. 
Eben diese Hochregulation korreliert häufig mit einem erhöhten metastatischen Potential und 
einer schlechteren Prognose. Neuere Studien zeigten nun, dass diese Effekte aus einer 
verstärkten Zell-Zell-Repulsion aus einem ephrin-vermittelten EphA-Vorwärtssignal 
hervorgehen würden. Dabei würden Rho-GTPasen als Vermittler der Zellrepulsion durch 
EphA-forward Signaling agieren (Easty et al., 1999; Kinch and Carles-Kinch, 2003; Singh et 
al., 2012). Ein aktivierender Einfluss von ephrin-A1 auf das RhoA-System, was infolge zu 
einer gesteigerten Aktinpolymerisation führt, wurde bereits mehrfach beschrieben (Shamah 
et al., 2001; Sahin et al., 2005; Jellinghaus et al., 2013). 
Ein weiteres Beispiel für das repulsive ephrin-A-EphA-Vorwärtssignal tritt z.B. während des 
retinotectalen topografischen Wachstums auf. Dabei wird die genaue Lokalisation der Axone 
durch Konzentrationen bzw. Gradienten von Eph-Rezeptoren und ephrin-Liganden bestimmt 
(Flanagan and Vanderhaeghen, 1998; Wilkinson, 2001). 
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In diesem Sinne besteht die Möglichkeit eines durch die ephrin-A1-Überexpression enorm 
ausgeprägten Gradienten, der den Zellen eine sehr genaue Wachstumsrichtung vorgibt. 
Andererseits ist es ebenfalls möglich, dass der reine Überschuss an ephrin-A1 an der 
„Rückseite“ der Zellen, also der dem Defekt abgewandten Seite, und das nicht vorhandene 
ephrin-A1 im Endotheldefekt einen intrazellulären Gradienten aufbauen, anhand dessen 
mittels gradueller Repulsion die Migrationsrichtung vorgegeben wird. 
Andererseits ist in Anbetracht der im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten zu erwägen, ob 
die Endothelzellen unter ephrin-A1-Überexpression derartig mit ephrin-A1 geflutet sind, dass 
dessen Interaktion mit Eph-Rezeptoren oder anderen Proteinen z.B. denen fokaler 
Adhäsionen wieder geringfügig behindert werden könnte, was letztlich wieder in einer 
normalen Adhäsion und sich daraus ergebenden normalen Migrationsgeschwindigkeit 
resultieren könnte.  
Einen anderen Denkansatz umfasst die Überlegung, ob auch die Ausbildung und Maturation 
fokaler Adhäsionen in Zusammenhang mit der Formierung der Lamellipodia, im Sinne 
richtungsweisender Prozesse während der Migration, durch ein ephrin-A1-Signaling 
beeinflusst werden kann.
Foo und Kollegen zeigten in einer Publikation von 2006 den hier gemachten Beobachtungen 
ähnelnde Erkenntnisse auf. Sie sahen unter dem Verlust der ephrin-B2-Expression 
morphologische Veränderungen von glatten Muskelzellen der Mausaorta (vSMC). Diese 
erschienen gestreckter und bewegten sich mit zahlreichen und schnell aussprossenden, 
jedoch nicht stabilen, Lamellipodia fort. Infolgedessen war einem Scratch Assay eine 
einerseits eher willkürlich und ungerichtet wirkende Migration mit zahlreichen 
Richtungswechseln festzustellen, welche andererseits dennoch beschleunigt von statten 
ging. Als für diese Veränderungen des Migrationsverhaltens ursächlichen Mechanismus 
vermuteten Foo und Kollegen vor allem eine veränderte Formation und Funktion fokaler 
Adhäsionen in ephrin-B2-defizienten vSMC. Über einen Aktivator der Rho-like GTPase Ras 
konnte eine annähernd normale Formation fokaler Adhäsionen in ephrin-B2-defizienten 
vSMC wiedererlangt werden (Foo et al., 2006), so dass vermutet wurde, dass diese eine 
entscheidende Rolle in der Reifung fokaler Adhäsionen während der Migration besitze. 
Da die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit darauf hindeuten, dass auch ephrin-A1 auf 
verschiedenste Art und Weise einen Einfluss auf das Migrationsverhalten von Endothelzellen 
nehmen kann, sollte nun untersucht werden, inwieweit eine veränderte ephrin-A1- (und 
EphA2-) Expression Einfluss auf die Ausbildung, Anzahl und Verteilung fokaler Adhäsionen 
von Endothelzellen nimmt. Hierzu wurden HUVEC, welche einer siRNA-vermittelten 
Hemmung von ephrin-A1 und EphA2 oder der Infektion mit ephrin-A1-kodierenden 
Adenoviren unterzogen wurden, mit Aktin-GFP- und Talin-RFP-kodierenden Baculoviren 
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infiziert. Eine siRNA-vermittelte ephrin-A1-Hemmung in HUVEC erbrachte im Vergleich mit 
mit Kontroll-siRNA transfizierten eine geringfügig höhere Anzahl fokaler Adhäsionen sowie 
eine größere Zellfläche (vgl. Absatz 4.13.1). Mit EphA2-hemmenden siRNA (si177 und 
si2181) transfizierte HUVEC zeigten insgesamt keine relevante Veränderung der Anzahl 
fokaler Adhäsionen bezogen auf die Zellfläche.  
Die adenovirale Überexpression von ephrin-A1 führte zu geringfügig vermehrten fokalen 
Adhäsionen im Vergleich mit den Kontrollzellen, jedoch zu keinerlei signifikanten 
Unterschieden bzgl. der Zellgröße (siehe 4.13.2). 
Häufig steht im Rahmen der Beeinflussung der Zell-Matrix-Adhäsion mittels fokaler 
Adhäsionen und Integrinen eine ephrin-A1-EphA2-Interaktion im Vordergrund. So zeigten 
beispielsweise Carter und Kollegen, dass das Ausplattieren von NIH-3T3-Fibroblasten auf 
ephrin-A1-beschichtete Oberflächen zur Ausbildung von Strukturen führte, die aufgrund einer 
Kolokalisation von Phosphotyrosin, Paxillin und Vinculin am ehesten fokalen Adhäsionen 
entsprechen, welche außerhalb der Aktinbündel an der äußersten Zellperipherie der 
aussprossenden Zelle zu lokalisieren waren. Eine Stimulation mit ephrin-A1 resultierte 
ebenfalls in einem vermehrten Vorkommen von phosporylierten EphA2, FAK, p130cas und 
Paxillin. Im Gegensatz zum Wildtyp zeigten FAK- oder p130cas-defiziente MEF (mouse 
embryonic fibroblasts) zwar eine Adhärenz, jedoch kein Aussprossen auf ephrin-A1-
beschichteten Oberflächen (Carter et al., 2002). 
Auch eine Analyse des Proteoms fokaler Adhäsionen durch Kuo zeigte ein Vorkommen von 
EphA2 in fokalen Adhäsionen von HEF1-Fibroblasten (Kuo et al., 2011). Eine Kolokalisation 
von EphA2 und Integrin α3 in Regionen der Zellperipherie und der Zellprotrusionen, welche 
positiv für  FAK und Vinculin und Phosphotyrosin (als Hinweis auf ein aktives Signaling) 
waren, beschrieb die Arbeitsgruppe um Makarov in der U251MG-Glioblastomzelllinie als 
Hinweis auf aktives Eph-vermitteltes Signaling im Bereich der fokalen Adhäsionen (Makarov 
et al., 2013). 
Einige Forschungsgruppen gelangten auch zu den im Rahmen dieser Arbeit erhobenen 
widersprüchlichen Daten: So stellten Liu und Kollegen fest, dass eine Überexpression von 
ephrin-A1 in U251-Gliomzellen, in welchen ephrin-A1 normalerweise herab reguliert ist, in 
einem verlangsamten Wundheilungsprozess resultierte (Liu et al., 2007). 
Auch die Arbeitsgruppe um Miao zeigte in PC-3-Prostatakarzinom-Zellen eine EphA2-
Aktivierung infolge einer Stimulation mit ephrin-A1. Infolge der EphA2-Phosphorylierung kam 
es zur Dephosphorylierung der FAK und der Inhibition von deren Kinase-Aktivität, was 
letztlich in einer verminderten Phosphorylierung von Paxillin, einer Reduktion der Integrin-
vermittelten Adhäsion und der Zellabrundung resultierte (Miao et al., 2000).  
Welchen Einfluss dieses Signaling letztlich auf die Beschaffenheit fokaler Adhäsionen hat, 
wurde von diesen Arbeitgruppen nicht untersucht. Weiterhin ist natürlich fraglich, inwieweit 
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das ephrin-A1-EphA2-Signaling von Krebszelllinien, welches in ebendiesen häufig verändert 
ist und zu einem höheren desadhäsiv-migratorischen bzw. metastatisch-invasiven Potential 
führt, mit dem „genetisch unveränderter“ physiologisch vorkommender humaner Zellen 
vergleichbar ist. 
Im Kontrast dazu beschrieben Puschmann und Turney z.B. eine Rolle von EphA4 in der 
Maturation fokaler Adhäsionen in Astrozyten: EphA4-defiziente Astrozyten waren weniger 
adhärent und besaßen stets kleinere fokale Adhäsionen als die Wildtyp-Kontroll-Astrozyten. 
Eine Rezeptor-Aktivierung über ephrin-A5-Fc führte zu einer Zunahme der fokalen 
Adhäsionen in Wildtyp- und knock out-Zellen, wobei die fokalen Adhäsione im knock out
immer in der Größe hinter denen der Wildtyp-Zellen zurückblieben (Puschmann and Turnley, 
2010). 
Eine ganz andere Auswirkung eines ephrin-B-reverse-Signalings auf die fokalen Adhäsionen 
beschrieben Cowan und Henkemeyer. Diese zeigten eine Assoziation des Adaptorproteins 
Grb4 mit aktivertem ephrin-B1, in deren Resultat ein Verlust polymerisierten F-Aktins, der 
Zerfall von stress fibers und die Redistribution von Paxillin von der Membran bzw. den 
fokalen Adhäsionen ins Zytoplasma standen (Cowan and Henkemeyer, 2001). 
Im Gegensatz zu der eben angeführten Argumentation könnte eine erhöhte 
Migrationsgeschwindigkeit unter siRNA-vermittleter Hemmung von Mitgliedern der Eph-
Familie  gegebenenfalls auch auf eine höhere Zell-Extrazellulärmatrix (ECM)-Adhäsion 
zurückzuführen sein. Die Arbeitsgruppe um Palecek untersuchte verschiedene Faktoren, 
welche die Migrationsgeschwindigkeit von Zellen beeinflussen. Dabei stellten sie fest, dass 
vor allem die sogenannte short-term cell-substratum adhesion, also die Kurzzeit-Zell-
Substratadhäsion, die Migrationsgeschwindigkeit maßgeblich beeinflussen kann: Umso 
besser diese Adhäsion sei, desto akzelerierter laufe die Migration ab (Palecek et al., 1997).  
Integrine übernehmen über eine Regulation der Zelladhäsion und Migration durch die 
Beeinflussung der zellulären Bindung an andere Zellen oder die Extrazellulärmatrix eine 
essentielle Rolle während verschiedenster physiologischer Prozesse, wie z.B. während der 
Embryonalentwicklung, der Hämostase, der Wundheilung und diversen Abwehr-
mechanismen (Hynes, 1987). Mehrere Forschungsgruppen beschrieben bereits eine 
Regulation der Integrin-Aktivität durch eine ephrin-vermittelte Stimulation von Eph-
Rezeptoren (Pasquale, 2005; Bourgin et al., 2007; Huang et al., 2008). Dabei wird auch eine 
Interaktion zwischen der Eph-Familie und den Integrinen über sogenannte Ras family 
GTPasen, wie zum Beispiel R-Ras und Rap-1, angeführt (Zou et al., 1999; Pasquale, 2005; 
Bourgin et al., 2007; Huang et al., 2008). Ebenfalls diskutiert wird ein inhibierender Einfluss 
von ephrin-A1 auf die GTPase Rac, welche bei der Rekrutierung von aktivierten Integrinen in 
Lamellipodia involviert ist. Dies könne wiederum indirekt zu einem Verlust von Lamellipodia 
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und dadurch zu einer Verminderung der Integrin-vermittelten Zell-Extrazellulärmatrix (ECM)-
Adhäsion führen. (Braga, 2000; Miao et al., 2000; Deroanne et al., 2003; Singh et al., 2012).  
Es wird beschrieben, dass ein EphA-forward Signaling einerseits über die Regulation der 
Integrin-Struktur, anderseits über die Dephosphorylierung von FAK und Paxillin (in Folge 
einer EphA2-Aktivierung) oder aber auch über die Sequestrierung von in der Entstehung 
begriffenen Adhäsionskomplexen zu einem Rückgang der Zell-ECM-Adhäsion, insbesondere 
aber der fokalen Adhäsionen führen könne (Miao et al., 2000; Moeller et al., 2006; Noren et 
al., 2006; Bourgin et al., 2007). 
In einem Beispiel aus der EphB-Subfamilie führte eine siRNA-vermittelte Herabregulation 
von EphB4 in MDA-MB-435C- und MCF7-Krebszelllinien ebenfalls zu einer gesteigerten 
bzw. schnelleren Adhäsion auf Fibronectin und Kollagen, welche die Matrix-Liganden von 
β1-Integrinen darstellen (Alam et al., 2007), sowie einer gesteigerten lateralen Migration, 
welche jedoch unabhängig von einer ephrin-B2-Bindung war (Noren et al., 2009). 
Führt man diese Ergebnisse zusammen, ist es denkbar, dass eine Reduktion des EphA-
Signalings durch ephrin-A1- oder EphA2-hemmende siRNA zu einer verbesserten Zell-
Substrat-Adhäsion führen könnte und daraus – gemäß Palecek – eine gesteigerte 
Migrationsgeschwindigkeit der Endothelzellen resultieren könnte. 
Andererseits kann man bei der ephrin-Integrin-vermittelten Adhäsion auch von einer Dosis-
Wirkungskurve ausgehen, die nach einer optimalen ephrin-Dosis wieder einen Abfall der 
Integrin-vermittelten Adhäsion bewirkt. Belege dafür bringt eine Arbeit von Huynh-Do und 
Kollegen aus dem Jahre 1999, die zeigt, dass keine rein lineare Dosis-Wirkungsbeziehung 
zwischen der ephrin-B1-Konzentration und der Integrin-vermittelten Adhäsion besteht, 
sondern nach einem ungefähr linearen Anstieg bis zu einem Wirkungsoptimum in 
verschiedenen Zelltypen eine weitere Konzentrationssteigerung von ephrin-B1 eher wieder 
zu einer Reduktion der Adhäsion führt (Huynh-Do et al., 1999).  
In Summe ist dabei aber zu vermuten, dass der Gesamteinfluss der Zell-ECM-Adhäsion 
wahrscheinlich nur einen sehr begrenzten Einfluss auf die Migrationsgeschwindigkeit hat. 
Im Rahmen der Hypothese, dass eine Beeinflussung der Migration durch ephrin-Eph-
Interaktionen über Integrine möglich ist, kommt auch ein Einfluss eines reverse Signalings
auf die Interaktion mit Integrinen sowie die Adhäsion und Migration in Frage:  
Eine EphB1-Fc-Stimulation endothelialer Zellen führte bei Huynh-Do et al. zu einer 
Phosphorylierung von ephrin-B1 und beeinflusste das Integrin-vermittelte (αvβ3 und α5β1) 
Zellattachment und die Migration. Eine  ephrin-B1-Aktivierung resultierte in einer vermehrten 
Phosphorylierung von p46 JNK, aber nicht von ERK-1/2 oder p38 MAPKinase. Ephrin-B1-
Mutationen mit Deletionen der zytoplasmatischen Domäne oder der vier C-terminalen 
Aminosäuren waren nicht zu einer p46 JNK-Aktivierung fähig und zeigten im Vergleich zum 
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normalen ephrin-B1 auch keine Migration in Folge einer EphB1-Stimulation (Huynh-Do et al., 
2002): 
Ähnliche Mechanismen der Integrin-beeinflussten Adhäsion und Migration sind auch für 
ephrin-A-Liganden unabhängig vom Eph-Rezeptor-vermittelten Vorwärtssignal denkbar: 
Dabei beschreiben die Forschungsgruppen um Davy und Huai/Drescher ein ephrin-A-
reverse Signaling, bei dem über verschiedenste Signaltransduktoren, wie z.B. die Src family
Kinase Fyn, den MAPK-Signalweg und p120, die Aktivität von Integrinen, wie z.B. 
Integrin β1, beeinflusst wird (Davy et al., 1999; Davy and Robbins, 2000; Huai and Drescher, 
2001). 
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5.5 Zusammenfassende Betrachtung und Ausblick 
Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass verschiedenste 
Mitglieder des Eph/ephrin-Systems, wie z.B. ephrin-A1, ephrin-A4, ephrin-A5, ephrin-B1 und 
ephrin-B2 sowie EphA2, EphA4, EphB1, EphB2 und EphB4, in humanen Endothelzellen der 
Nabelschnurarterien und -vene exprimiert werden. 
Es ist anhand der durchgeführten Experimente denkbar, dass es vor allem eine ephrin-A1-
EphA2-Interaktion ist, die über ein bidirektionales Signaling einen inhibierenden Einfluss auf 
das Proliferationsverhalten dieser Endothelzellen ausübt.  
Dabei handelt es sich mit aller Wahrscheinlichkeit um keinen einfachen Ursache-
Wirkungsmechanismus, sondern um ein komplexes, durch Feedbackschleifen und crosstalks 
zwischen verschiedenen Signalwegen geprägtes System, in dem Mitglieder der Eph-Familie 
nicht nur selbst Einfluss auf die Proliferation nehmen, sondern auch durch Faktoren wie 
Zellstress, Zellzyklusarrest, aber auch die Zelldichte wiederum selbst induziert werden 
können (Dohn et al., 2001). Darüber ist auch eine Einbindung von ephrin-A1-induzierten 
Signalen in das System der Kontaktinhibition möglich. Es kann angenommen werden, dass 
ephrin-A1 als eine Art „Zelldichtendetektor“ wirkt und über eine Interaktion mit EphA2 einen 
proliferationshemmenden Einfluss ausübt.  
Im Umkehrschluss ergibt sich aber auch, in Anlehnung an die hier durchgeführten 
Experimente, dass in einem Endotheldefekt Proliferation durch eine Reduktion dieses 
ephrin-A1-EphA2-Signals vermittelt werden kann. Über welchen Mechanismus diese 
differenzierte ephrin-A1-Expression möglich ist, bleibt hierbei jedoch noch offen. Hierbei 
kommen vielerlei Signalkaskaden, die beispielsweise die Src family Kinasen, JNK, PI3-
Kinase, Abl-Kinase, aber auch andere Ras- und ERK-abhängige Signalwege umfassen, in 
der Weiterleitung der Eph-ephrin-induzierten Signale in Frage (Menges and McCance, 2008; 
Felfly et al., 2011; Nguyen et al., 2013). Aber nicht nur durch die direkten Auswirkungen auf 
die Proliferation sondern auch über eine Beeinflussung bzw. eine Induktion der Apoptose 
sind die Mitglieder der Eph-Familie in die Kontrolle des Umfangs einer Zellpopulation mit 
eingebunden (Dohn et al., 2001; Tandon et al., 2012). 
Die Experimente dieser Arbeit zeigten auf, dass es während des Prozesses der 
Wundheilung in einem Endotheldefekt zu einer Herabregulation der Liganden ephrin-A1, 
ephrin-B2 sowie der Rezeptoren EphA2 und EphA4 auf mRNA-Ebene kam. In einem 
Endotheldefekt zeigte sich jedoch ein leicht zunehmender EphA2-Proteingehalt mit einer 
Dephosphorylierung der ligandenabhängigen Phosphorylierungsstelle Y588 und einer 
gesteigerten Phosphorylierung der autonomen während der Migration aktivierten Stelle S897 
(Miao et al., 2009; Barquilla et al., 2016).  
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Unter der Modulation der ephrin-A1-Expression konnte ein distinktiver EphA2-
Phosphorylierungsstatus erreicht werden. Eine siRNA-vermittelte Hemmung von ephrin-A1 
rief ähnliche Effekte, wie sie im Endotheldefekt zu beobachten waren, hervor und deutet eine 
Migrationsinduktion bei niedrigem ephrin-A1-Level an. Im Gegensatz dazu führte eine 
ephrin-A1-Überexpression zu einer Reduktion  von EphA2 mit einer Zunahme der 
ligandenabhängigen Phosphorylierung, während die autonome, während der Migration 
induzierte Phoshporylierung unverändert blieb. 
Hohe Konzentrationen von ephrin-A1 wirkten im Sinne einer Repulsionsinduktion 
barrierebildend, so dass die Vermutung besteht, dass ein ephrin-A1-vermitteltes Signal auch 
die Migration humaner Endothelzellen beeinflussen könnte. Es zeigte sich, dass die 
Verminderung eines ephrin-A1-Signalings mittels siRNA in einer höheren 
Migrationsgeschwindigkeit bei geringerem Fokus resultierte, eine Überexpression von 
ephrin-A1 die Wanderungsgeschwindigkeit nicht beeinflusste, jedoch ein 
richtungsorientierteres Wachstum verursachte. Dabei steht vor allem ein 
Konzentrationsgradient von Eph-ephrinen im Mittelpunkt der Richtungsvorgabe während der 
Migration, welcher vor allem über die Kontrolle einer repulsiven Antwort Einfluss auf die 
Richtung dieser nimmt (O'Leary and Wilkinson, 1999).  
Es ist sehr wahrscheinlich, dass Eph-ephrin-Interaktionen, insbesondere eine ephrin-A1-
EphA2-Interaktion, sowohl über ein forward als auch reverse Signaling zu einer 
Beeinflussung der Reifung und Verteilung fokaler Adhäsionen führen (Davy et al., 1999; 
Davy and Robbins, 2000; Huai and Drescher, 2001; Carter et al., 2002; Foo et al., 2006), 
aber auch über eine direkte Regulation der Integrin-Struktur und der Rekrutierung dieser in 
Lammelipodia die Migration verschiedenster Zelltypen beeinflussen können (Braga, 2000; 
Miao et al., 2000; Deroanne et al., 2003; Bourgin et al., 2007). Über welchen genauen 
Mechanismus ein ephrin-A1-EphA2-Signaling in Endothelzellen Einfluss auf die Ausbildung 
und Maturation fokaler Adhäsionen und darüber auf die Zell-Matrix-Adhäsion sowie Migration 
nimmt, bleibt hierbei noch offen und gibt somit Anstoß für eine weitere Erforschung des 
Migrationsverhaltens endothelialer Zelltypen als Basis des Verständnisses von 
Wundheilungsprozessen im menschlichen Gefäßsystem. 
Weitere Schritte in der Erforschung des Eph/ephrin-Systems im Rahmen des vaskulären 
Remodellings könnten in vivo-Experimente anhand eines konditionellen ephrin-A1-knock 
outs verschiedenster Zelltypen z.B. im Mausmodell umfassen, um die bisher erlangten 
Erkenntnisse weiter zu vertiefen. Aus klinisch-translationaler Sicht ist unter einem weiteren 
Verständnis der Funktionen des Eph/ephrin-Systems eine entsprechende Beschichtung von 
Stents als praktische Anwendung, die eine schnelle Reendothelialisierung gewährleisten und 
somit Phasen der dualen Thrombozytenaggregationshemmung nach Stentimplantation 
verkürzen oder gänzlich ersetzen kann. 
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Abb. 5.1 Zusammenfassung des Einflusses von ephrin-A1 auf die endotheliale Proliferation 
und Migration Fernab von einem Defekt im geschlossenen Endothelzellverband induzieren 
zahlreiche Interzellularkontakte eine hohe ephrin-A1-Expression. Über eine Interaktion mit 
beispielsweise EphA2 werden Proliferation und Migration hier gehemmt. Im Endotheldefekt ist die 
ephrin-A1-Expression reduziert. Hierüber wird die Proliferation und Migration in diesem Bereich 
gefördert. Hierbei kann ein reduzierter  Einfluss des ephrin-A1-EphA2-Signalings als kausaler Faktor 
diskutiert werden. Die Migration von Endothelzellen in die Wunde wird über eine graduelle Expression 
von Mitgliedern des Eph/ephrin-Systems sowie deren Einfluss auf Zell-Matrix- aber auch die Zell-Zell-
Adhäsion reguliert. (modifiziert nach: Wiedemann et al., 2017) 
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6 Zusammenfassung 
6.1 In deutscher Sprache 
Die Eph-Familie, welche die Eph-Rezeptoren und die ephrin-Liganden umfasst, repräsentiert 
die größte Subgruppe der Rezeptortyrosinkinasen. Sowohl die Eph-Rezeptoren als auch die 
ephrin-Liganden sind Membran-assoziierte Proteine, deren Interaktion einen Typ der 
Zellkontakt-vermittelten Kommunikation darstellt und vielfältigste zelluläre Funktionen 
beeinflusst. Die aktuellen Eph/ephrin-bezogenen Forschungsschwerpunkte liegen vor allem 
im Bereich der Entwicklungs- und Tumorbiologie, wie z.B. dem Einfluss der Eph-Familie auf 
Angiogenese und Axonaussprossung. Die Rolle des Eph/ephrin-Systems in der Entwicklung 
der Atherosklerose und bei Reparaturmechanismen wie der Reendothelialisierung ist jedoch 
noch weitgehend unerforscht. Die vorliegende Arbeit befasst sich anhand von in vitro
Experimenten mit HUVEC und HUAEC mit dem Einfluss des Liganden ephrin-A1 und des 
Rezeptors EphA2 auf die endotheliale Proliferation und Migration als elementare 
Mechanismen der Reendothelialisierung.  
In initialen Experimenten zeigte sich eine positive Korrelation zwischen endothelialer 
Zelldichte und der ephrin-A1-Expression. Unter der Entwicklung einer Kontaktinhibition 
erreichte die Expression von ephrin-A1 endothelialer Zellen einen Plateauwert. Die Initiierung 
eines artifiziellen Zellzyklusarrests durch Serumentzug resultierte ebenfalls in einer massiven 
Induktion von ephrin-A1. Die Reinduktion von Wachstum und Migration durch das Setzen 
einer Endothelwunde führte hingegen zu einer Reduktion von ephrin-A1.  
Unter Nutzung von ephrin-A1- und EphA2-hemmenden siRNAs und der adenoviralen 
Überexpression von ephrin-A1 wurde die Expression von ephrin-A1 manipuliert. Zunächst 
wurde der Einfluss dieser Modulation auf die endotheliale Proliferation bestimmt. Hierbei 
zeigte sich unter ephrin-A1- und EphA2-Silencing eine gesteigerte Proliferationsrate. 
Hingegen resultierte die Überexpression von ephrin-A1 in einem verminderten Wachstum, 
was insgesamt auf einen hemmenden Einfluss eines ephrin-A1-EphA2-vermittelten 
Signalings auf die endotheliale Proliferation hinweist. 
Interessanterweise wurde in einem Wundheilungsassay sowohl unter der Hemmung als 
auch der Überexpression von ephrin-A1 ein schnellerer Wundverschluss als bei den 
jeweiligen Kontrollzellen festgestellt. Die Hemmung von EphA2 führte ebenfalls zu einer 
Beschleunigung des Spaltverschlusses. In einem selbstentwickelten Assay zeigte sich, dass 
ephrin-A1 einen repulsiven Effekt auf die Endothelzellen ausübt: So resultierte eine 
Oberflächenbeschichtung mit ephrin-A1 im Vergleich zu einer Kontrollbeschichtung in einem 
Migrationsstopp der Endothelzellen. 
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Eine siRNA-vermittelte Hemmung von ephrin-A1 rief eine Reduktion der liganden-
abhängigen Phosphorylierung (Y588) und eine gesteigerte Liganden-unabhängige und mit 
Migration vergesellschaftete EphA2-Phosphorylierung (S897) hervor. Eine ephrin-A1-
Überexpression führte zu einer Zunahme der ligandenspezifischen Phosphorylierung (Y588) 
ohne Beeinflussung der autonomen Phosphorylierung (S897) von EphA2 bei massiv 
reduzierten EphA2-Spiegeln. Im Wundheilungsassay zeigte sich trotz fallender mRNA-
Expression eine tendenzielle Zunahme des EphA2-Proteingehaltes. Weiterhin konnte eine 
ligandenunabhängige Phosphorylierung des Rezeptors EphA2 an S897, wie sie während der 
Migration von Zellen beschrieben wurde, und ein Rückgang der ligandenabhängigen 
Phosphorylierung von EphA2 nachgewiesen werden. 
Eine live cell imaging-Variante des Wundheilungsversuches ergab, dass ein ephrin-A1- und 
EphA2-Silencing zu einer höheren Migrationsgeschwindigkeit führte, die Migration an sich 
jedoch ungerichteter stattfand. Unter ephrin-A1-Überexpression war keine Veränderung der 
Migrationsgeschwindigkeit festzustellen, aber die Migration stellte sich hierbei weitaus 
fokussierter und besser organisiert dar.  
Als einen ersten Erklärungsversuch der vorliegenden Ergebnisse wurde nun der Einfluss 
einer manipulierten ephrin-A1- und EphA2-Expression auf die Entwicklung fokaler 
Adhäsionen untersucht. Auch hierbei war festzustellen, dass eine ephrin-A1-Hemmung 
mittels siRNA und die ephrin-A1-Überexpression gleichsinnig zu einer leicht erhöhten Anzahl 
fokaler Adhäsionen und einer Verfeinerung des Aktinzytoskeletts führten. 
Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass an Punkten zellulären Kontaktes eine 
erhöhte ephrin-A1-Expression durch Wechselwirkung mit EphA2 die Proliferation und 
Migration unterdrückt, während in einer endothelialen Wunde eine geringe ephrin-A1-
Expression festgestellt wurde. An der Wachstumsfront im Defekt wird die Proliferation der 
Endothelzellen durch ebendiese geringen Mengen an ephrin-A1 durch ein vermindertes 
ephrin-A1-EphA2-Signaling gefördert. Weiterhin führt eine verminderte ephrin-A1-Expression 
zu einem spezifischen promigratorischen EphA2-Phosphorylierungsmuster.  
Die Regulation einer gerichteten Migration scheint jedoch weitaus komplexer über ein fein 
abgestimmtes Zusammenspiel aus einer graduellen Verteilung von Eph-Rezeptoren und 
ephrin-Liganden sowie deren Einfluss auf die Zell-Matrix-Adhäsionen und auch die 
interzelluläre Adhäsion geregelt zu werden. Ephrin-A1 und dessen Interaktion mit EphA2 
stellen hiermit kritische Determinanten der endothelialen Proliferation und Migration dar, 
welche elementare Prozesse der Reendothelialisierung darstellen. 
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6.2 In englischer Sprache 
The Eph-family represents the largest subgroup of tyrosine kinase receptors. Both the Eph-
receptors and the ephrin-ligands are membrane-associated proteins whose interaction is a 
way of contact-dependent communication that influences a wide variety of cellular functions. 
In scientific research the Eph-family is known for its impact on developmental and tumour-
biology, whereas the role of Eph-receptors and ephrin-ligands in atherosclerosis and repair 
mechanisms is still not well understood. The aim of the present study was to examine the 
influence of the ligand ephrin-A1 and its interaction with its receptor EphA2 on endothelial 
proliferation and migration by performing cellcultural experimentation using HUVEC and 
HUAEC. 
Initially a positive correlation between the density of endothelial cells and the ephrin-A1 
expression was shown. In a long term observation over a period of eleven days it was 
observed that HUVEC, which underwent contact inhibition, had a significant induction of 
ephrin-A1, which reached a steady state within five days. Also an artificial cell cycle arrest by 
serum depletion resulted in an increase of ephrin-A1 expression. In contrast, the reinduction 
of proliferation and migration in an endothelial wound generated by multiple pipette tip 
scratches in an endothelial monolayer significantly reduced the ephrin-A1 levels.  
By using ephrin-A1- and EphA2-silencing siRNA and an ephrin-A1-encoding adenovirus the 
ephrin-A1- and EphA2-expression was modulated and its influence on proliferation and 
migration were observed. Under ephrin-A1- and EphA2-silencing the proliferation rate 
measured by BrdU incorporation rate increased, whereas the overexpression of ephrin-A1 
resulted in a decreased proliferation. In summary, these results pointed to an involvement of 
an ephrin-A1-EphA2-interaction in endothelial proliferation.  
Interestingly both the silencing and the overexpression of ephrin-A1 led to a faster gap area 
closure compared to the control cells in a classical woundhealing assay. Also EphA2-
silencing led to a faster gap closure. 
A self-developed assay showed that an ephrin-A1-coating acted as barrier for endothelium. 
This way a surface coating with ephrin-A1 temporarily stopped endothelial migration in 
comparison with an IgG-Fc-coating.  
Manipulation of ephrin-A1-expression provided indication of a low-level-ephrin-A1-induced 
migration through an increase of ligand-independent phosphorylation of EphA2. Ephrin-A1-
overexpression caused a massive decrease of EphA2-protein and increased ligand-specific 
EphA2-phosphorylation without affecting autonome promigratory phosphorylation.  
In spite of the decreased mRNA-expression an increase in EphA2-protein and ligand-
independent EphA2-phosphorylation, like it is described during cellular migration, was 
measured in the scratch assay. 
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To gain further information on ephrin-A1 in endothelial migration a live cell imaging approach 
was performed. Ephrin-A1- as well as EphA2-silencing increased migration speed, but the 
endothelial migration itself was kind of unfocused. Ephrin-A1-overexpression didn’t influence 
migration speed at all. But on the other hand the migration appeared focused and well 
organized.  
As an initial attempt to explain these results, the influence of a modulated ephrin-A1- and 
EphA2-expression on focal adhesion formation was observed seeing that both silencing and 
overexpression slightly increased the number of focal adhesions. 
In a nutshell, at points of cellular contact increased ephrin-A1-levels suppress proliferation as 
well as migration by an interaction with EphA2. In contrast an endothelial defect is 
characterized by just a few intercellular contacts which correlate with low ephrin-A1 
expression. This way the proliferation and migration are stimulated at this front line of growth 
(see Abb. 5.1) by a reduced ephrin-A1-EphA2-signaling. A reduced ephrin-A1-expression 
also seems to result in an EphA2-phosphorylation in terms of an induction of migration. A 
well organized migration seemed to be regulated much more complexly using graded 
Eph/ephrin-expression and its impact on cell-matrix-adhesion (via focal adhesions and 
integrins) as well as cell-cell-adhesion and -repulsion respectively. All in all, it was shown, 
that ephrin-A1 and its interaction with EphA2 act as critical determinants in endothelial 
proliferation and migration, which are the key elementary processes of cellular repair 
mechanisms like reendothelialsation after stent implantation.  
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9 Anhang 
Tabelle 9.1 Wertetabelle 
rel. mRNA-Expression ausgewählter Eph/ephrine bei verschiedener Zelldichte in HUVEC 
24 h 48 h 72 h 
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Tabelle 9.2 Wertetabelle 
rel. mRNA-Expression ausgewählter Eph/ephrine bei verschiedenen Zelldichten in HUAEC 
24 h 48 h 72 h 
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Tabelle 9.3 Wertetabelle 
rel. mRNA-Expression verschiedener Eph/ephrine unter Serumentzug in HUVEC 
4 h 24 h 
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Tabelle 9.4 Wertetabelle 
rel. mRNA-Expression verschiedener Eph/ephrine unter Serumentzug in HUAEC 
4 h 24 h 
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